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Thema dieser Arbeit ist die evolutive Optimierung der T7-RNA-Polymerase. Zur 
Stabilisierung technischer oder therapeutischer RNA-Moleküle gegenüber RNAsen wäre es 
wünschenswert eine RNA-Polymerase zu generieren, welche RNA vollständig aus 2’-
modifizierten Nucleotiden synthetisieren kann. Zu diesem Zweck wurde ein kombiniertes 
Selektions- und Screeningverfahren zur Durchmusterung von Variantenbibliotheken der T7-
RNA-Polymerase hinsichtlich des Einbaus von 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotiden in 
RNA entwickelt. Es wurden ein gut handhabbarer, cis-regulierter Expressionsvektor sowie ein 
Selektionsplasmid erzeugt, die zusammen in E. coli ein in-vivo-Selektionssystem bilden, mit 
dessen Hilfe man Zellen, welche T7-RNA-Polymerase-Aktivität zeigen anhand ihrer grünen 
Fluoreszenz identifizieren konnte. Durch error-prone PCR wurden Mutantenbibliotheken 
generiert, und diese in das Selektionssystem eingesetzt. So konnte die Anzahl der potentiell 
zu testenden Varianten erheblich gesenkt werden. Zur Bestimmung der T7-RNA-Polymerase-
Aktivität mit 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotiden wurde ein Fluoreszenz-basierendes 
Assay etabliert. Dieses Assay, das nicht mit radioaktiv-markierten Nucleotiden arbeitete und 
keinen gelelektrophoretischen Separationsschritt benötigte, konnte in allen Schritten zur 
parallelen Bearbeitung von 96 Proben in einem Mikrotiterplatten-Format angepasst werden, 
so dass es prinzipiell hochdurchsatzfähig war und sich zum Screening umfangreicher 
Variantenbibliotheken eignete. Die Assay-Reaktion kann dabei auch unkompliziert auf ein 
Screening von RNA- oder DNA-Polymerase-Bibliotheken hinsichtlich anderer Eigenschaften 
der Polymerase-Aktivität übertragen werden. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
A       Alanin 
APS       Ammoniumperoxodisulfat 
AS       Aminosäure 
ATP       Adenosin-5’-Triphosphat 
b       Basen 
bp       Basenpaare  
BSA       Bovines Serumalbumin 
C       Cystein 
cfu       colony forming units 
CTP       Cytidin-5’-Triphosphat 
D       Asparaginsäure 
DNA       Desoxyribonucleinsäure 
DNAP       DNA-Polymerase 
dATP       2’-Desoxyadenosin-5’-Triphosphat 
dCTP        2’-Desoxycytidin-5’-Triphosphat 
dGTP        2’-Desoxyguanosin-5’-Triphosphat  
DTT       2’-Dithio-1,4-threitol 
dTTP       2’-Desoxythymidin-5’-Triphosphat 
E       Glutaminsäure 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 
EP-PCR      error-prone PCR 
F       Phenylalanin 
G       Glycin 
GFP       grün fluoreszierendes Protein 
GTP        Guanosin-5’-Triphosphat 
GMP        Guanosin-5’-Monophosphat 
H       Histidin 
HIV       Humanes Immundefizienz-Virus 
HIV-RT      Reverse Transkriptase von HIV 
I       Isoleucin 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
K       Lysin 
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kDa       Kilodalton 
KM       Michaelis-Konstante 
L       Leucin 
M       Methionin 
MW       Molekulargewicht 
N       Asparagin 
nt       Nucleotide 
OD       optische Dichte 
P       Prolin 
PAGE       Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR       Polymerase-Kettenreaktion  
Pfu       Pyrococcus furiosus 
PMSF       Phenylmethylsulfonylfluorid 
Q       Glutamin 
R       Arginin 
RFU       relative Fluoreszenzeinheiten 
RNA       Ribonucleinsäure 
RNAP       RNA-Polymerase 
S       Serin 
SDS       Natriumdodecylsulfat 
T       Threonin 
TAE       Tris-Acetat-EDTA 
Taq       Thermus aquaticus 
TEMED      N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
Tris       Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
UTP        Uridin-5’-Triphosphat 
ÜN       über Nacht 
UV       ultraviolett 
V       Valin 
W       Tryptophan 
X-Gal  5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-
galactopyranosid 
Y       Tyrosin
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1 Einleitung 
 
Enzyme, Proteine mit katalytischer Aktivität, besitzen ein sehr viel größeres Reaktions- und 
Substrat-Spektrum als technische Katalysatoren und zeigen dabei ausgeprägte Chemo-, 
Regio- und Stereoselektivität. Sie haben sich in einem viele Millionen Jahre dauernden 
Evolutionsprozess an ihre physiologischen Aufgaben angepasst. Will man Enzyme technisch 
nutzen, wird diese Anpassung schnell zum Problem, da die gewünschten Einsatzbedingungen 
in vitro oft weit entfernt von den physiologischen Bedingungen liegen. Um die natürlichen 
Enzyme den technischen Voraussetzungen anzupassen oder aber Enzyme mit ganz neuen 
Eigenschaften zu generieren, hat sich das Forschungsgebiet des Enzym-Designs etabliert. 
Dabei können zwei Wege zu einem „verbesserten“ Enzym führen. Ist detailliertes Wissen 
über Struktur, Funktion und Mechanismus des Enzyms vorhanden, kann ein rationales 
Protein-Design erfolgen (Chen 2001). Bei dieser Verfahrensweise wird durch einzelne 
Punktmutationen oder gezielte Veränderung von Sekundärstruktur-Elementen versucht, dem 
Enzym eine andere Eigenschaft zu verleihen. Sind Informationen über Struktur-Wirkungs-
beziehungen nicht ausreichend verfügbar, kann ein evolutiver Ansatz zum Erfolg führen. 
 
1.1 Gerichtete Evolution 
 
Diese Methode imitiert den Prozess der natürlichen Evolution. Dabei werden interessante 
Bereiche beziehungsweise das gesamte Gen mutiert oder rekombiniert, die entstandenen 
Varianten vereinzelt, exprimiert und in einem geeigneten Selektions- oder Screeningverfahren 
auf die gewünschten Eigenschaften hin getestet. Die erhaltenen Varianten können als 
genetische Grundlage in weiteren Zyklen aus Mutation, Vereinzelung, Expression und 
Aktivitätsuntersuchung eingesetzt werden, um immer bessere Varianten zu generieren 
(Farinas, Bulter et al. 2001; Tao und Cornish 2002; Yuan, Kurek et al. 2005; Kaur und 
Sharma 2006; Matsuura und Yomo 2006). 
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1.1.1 Erzeugung von Mutantenbibliotheken 
 
Es gibt eine ganze Reihe von Methoden, um die Sequenz eines Gens zu variieren (Neylon 
2004). Will man die Eigenschaften zwischen verschiedenen homologen Enzymen 
austauschen, so kann man ihre Gene, in Anlehnung an den natürlichen Vorgang der Rekombi-
nation, einem  DNA shuffling unterziehen (Stemmer 1994). Zurzeit existieren viele Varianten 
der ursprünglichen Methode, die es unter anderem ermöglichen, auch nicht-homologe 
Sequenzen zu rekombinieren (Neylon 2004; Kaur und Sharma 2006).  
Man kann die Sequenz eines Gens auch durch Einführung von Punktmutationen verändern. 
Einzelne, begrenzte Bereiche eines Gens lassen sich zum Beispiel durch synthetische 
Oligonucleotide mit zufälliger Sequenz, so genannten random cassettes ersetzen (Reidhaar-
Olson, Bowie et al. 1991). Soll die Mutagenese das gesamte Gen betreffen, kann die DNA mit 
mutagenen Stoffen oder UV-Strahlung behandelt, in Mutatorstämmen amplifiziert (Nguyen 
und Daugherty 2003) oder einer fehlerhaften PCR (error-prone PCR; EP-PCR) unterworfen 
werden. Bei der letztgenannten Methode wird die natürliche Fehlerrate der Taq-DNA-
Polymerase durch Einsatz von Mn2+ und unausgeglichenen Nucleotid-Konzentrationen erhöht 
(Cadwell und Joyce 1994). Um ungewünschte Eigenschaften der EP-PCR wie die 
Anreicherung von früh auftretenden Mutationen in der Bibliothek oder die Bevorzugung von 
A-T-Austausch auszugleichen, wurden auch diese Methode weiterentwickelt, zum Beispiel 
durch Verwendung universell paarender Nucleosid-Analoga (Zaccolo, Williams et al. 1996; 
Wong, Tee et al. 2004).  
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Will man eine Mutantenbank auf die Eigenschaften ihrer Genprodukte hin untersuchen, muss 
man zunächst den Genotyp mit dem Phänotyp koppeln. In vivo erfolgt dies mittels Transfor-
mation von Zellen mit geeigneten Plasmiden, welche die Genvarianten enthalten. Es können 
auch Viren zum Einsatz kommen (phage display) oder es wird zellfrei gearbeitet (ribosome 
display; in-vitro-Kompartimentierung (Lin und Cornish 2002; Aharoni, Griffiths et al. 2005). 
In Abbildung 1 ist ein allgemeiner Ablauf eines evolutiven Optimierungsverfahrens 
abgebildet. 
 
1.1.2 Selektion und Screening 
 
Lässt sich die gewünschte Enzymaktivität mit dem Stoffwechsel der Wirtszellen verbinden, 
kann eine Mutantenbank einem Selektionsverfahren unterworfen werden. Dabei wird auf die 
Mikroorganismen ein Selektionsdruck ausgeübt, der den Organismen, welche die gewünschte 
Aktivität exprimieren, einen Selektionsvorteil verschafft (Aharoni, Griffiths et al. 2005). So 
 
 
Abb.1:  Allgemeiner Ablauf evolutiver Optimierungs-Verfahren 
   12 
können geeignete Varianten ohne individuelle Untersuchung einzelner Klone in der 
Population angereichert werden.  
Ist eine Kopplung der gewünschten Enzymeigenschaft mit dem Stoffwechsel von 
Mikroorganismen nicht möglich, muss jede Variante einzeln in einer Assay-Reaktion 
eingesetzt werden, welche die gewünschte Eigenschaft detektierbar macht. Die Test-
Reaktionen sollten dabei spezifisch für das betrachtete Enzym, robust, sensitiv, quantitativ 
und hochdurchsatzfähig sein (Schmidt und Bornscheuer 2005).  
 
1.2 T7-RNA-Polymerase 
 
DNA-abhängige RNA-Polymerasen (RNAP) sind verantwortlich für die Synthese von RNA-
Kopien einer DNA-Matrize (Transkription), einem zentralen Schritt im Informationsfluss von 
DNA zu Protein. Die Transkription bei Pro- und Eukaryoten wird von komplexen, mehrere 
Untereinheiten umfassenden RNA-Polymerasen katalysiert. Im Gegensatz dazu sind die 
RNAP von Mitochondrien, Chloroplasten und einigen Bakterienphagen wie T7, T3, SP6 oder 
K11 sehr viel einfacher aufgebaut. Die Mitglieder dieser Polymerase-Familie bestehen jeweils 
aus nur einer Untereinheit, und zeigen außerdem eine, im Vergleich zu bakteriellen RNA-
Polymerasen, höhere Syntheserate und Promotorspezifität (Tunitskaya und Kochetkov 2002). 
Sie besitzen keine strukturelle Homologie zu den zellulären RNA-Polymerasen und scheinen 
eher mit DNA-Polymerasen der Pol-A-Familie verwandt zu sein (Cermakian, Ikeda et al. 
1997). 
Das prominenteste und bestuntersuchte Enzym dieser Gruppe ist die RNA-Polymerase des 
Bakteriophagen T7 (T7-RNAP). Sie wurde 1970 von drei unabhängigen Arbeitsgruppen 
entdeckt (Chamberlin, McGrath et al. 1970; Gelfand und Hayashi 1970; Siegel und Summers 
1970). In den 1980er Jahren wurde das T7-Gen1 erstmals sequenziert (Moffatt, Dunn et al. 
1984) und T7-RNAP als erste Polymerase dieser Familie kloniert und überexprimiert 
(Davanloo, Rosenberg et al. 1984; Tabor und Richardson 1985): es folgten die RNAP von T3 
(Morris, Klement et al. 1986) und SP6 (Kotani, Ishizaki et al. 1987).  
Nachdem größere Mengen Enzym vorlagen, konnten eine Reihe von strukturellen und 
mechanistischen Untersuchungen an T7-RNAP durchgeführt werden, welche auch das 
allgemeine Verständnis der Arbeitsweise von Polymerasen prägen (Sousa und Mukherjee 
2003). 
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1.2.1 Struktur 
 
T7-RNA-Polymerase besteht aus 883 Aminosäuren und besitzt ein Molekulargewicht von 
ca. 98 kDa. Die Struktur des unkomplexierten Enzyms konnte erstmals 1993 mit Hilfe der 
Röntgenkristallstrukturanalyse aufgeklärt werden (Sousa, Chung et al. 1993).  Es folgte eine 
Reihe weiterer Strukturanalysen der Polymerase allein (Sousa, Rose et al. 1994), im Komplex 
mit dem Inhibitor T7-Lysozym (Jeruzalmi und Steitz 1998), des Polymerase-Promotor-
Komplexes (Cheetham, Jeruzalmi et al. 1999), eines Transkriptions-Initiations-Komplexes 
(Cheetham und Steitz 1999), eines Übergangskomplexes von der Initiation zur 
Elongationsphase (Yin und Steitz 2002), eines Elongationskomplexes (Tahirov, Temiakov et 
al. 2002), eines Produkt-Pyrophosphat-Elongations-Komplexes (Yin und Steitz 2004) sowie 
eines Komplexes mit Promotor und initiierenden GTP (Kennedy, Momand et al. 2007). 
Alle diese Arbeiten zeigen, dass T7-RNAP, genau wie DNA-Polymerase I von E. coli eine 
Polymerase-Domäne mit der Struktur einer rechten Hand aufweist. Diese Struktur ist allen 
Enzymen der Pol-I-Familie eigen und umfasst die Subdomänen Daumen, Handfläche und 
Finger, wobei T7-RNAP noch zusätzlich eine N-terminale Domäne besitzt. Obwohl die 
Aminosäuresequenz-Übereinstimmung zwischen Pol-I und T7-RNAP nur gering ist, zeigen 
beide fast identische Faltungsmuster und Sekundärstruktur. Neben der handförmigen 
Polymerase-Domäne besitzt T7-RNA-Polymerase zusätzliche Strukturen: eine N-terminale 
Domäne, eine Spezifitätsschleife, eine C-terminale Schleife und ein so genanntes Extra-4-
Helix-Bündel (Abb. 2).  
Tab. 1:   Biochemische Eigenschaften der T7-RNAP (Tunitskaya und Kochetkov 2002) 
 
Optimaler pH-Wert 8-9 
Optimale Ionenstärke < 100 mM 
Optimale Mg2+ Konzentration 5-10 mM 
KM           GTP 160 µM 
                ATP 40 µM 
                CTP 60 µM 
                UTP 28 µM 
Polymerisationsrate 100-200 nt/s 
Inhibitor T7-Lysozym 
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1.2.1.1 Die Daumen-Subdomäne 
 
Die Daumen-Subdomäne wird von den Aminosäuren 330-410 gebildet. Sie bildet eine Seite 
der Substrat-Bindungs-Furche und ist α-helical aufgebaut. Die Funktion dieser Subdomäne 
besteht in der Stabilisierung des Transkriptionskomplexes und der Gewährleistung der 
Prozessivität der Elongation. In den Kristallstrukturen ohne Substrat erscheint der äußere Teil 
des „Daumens“ (AS 345-385) ungeordnet (Sousa, Rose et al. 1994; Jeruzalmi und Steitz 
1998). Es wird daher angenommen, dass dieser Bereich der Subdomäne erst während der 
Bindung an Nucleinsäuren eine geordnete Struktur erhält. Positiv geladene Seitenketten in 
diesem Bereich, die ins Innere der Substrat-Bindungs-Furche ragen, kontaktieren die 
synthetisierte RNA ab einer bestimmten Länge und tragen dadurch zur Prozessivität der 
Polymerase in einem stabilen Elongationskomplex bei (Bonner, Lafer et al. 1994; Brieba, 
Gopal et al. 2001). Nach außen ragende Reste sind an der Termination der Transkription 
beteiligt sind (Brieba, Gopal et al. 2001). 
 
 
 
 
Abb. 2: Struktur des T7-RNAP Transkriptions-Initiationskomplexes; PDB 1QLN (Cheetham und 
Steitz 1999). Die graphische Darstellung erfolgte mit VMD. 
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1.2.1.2 Die Handflächen-Subdomäne 
 
Obwohl die T7-RNA-Polymerase zum größten Teil α-helical aufgebaut ist, wird die 
Oberfläche dieser Subdomäne, wie in fast allen Polymerasen, von einem großen β-Faltblatt 
gebildet. Hier befinden sich die essentiellen Aminosäuren D537 und D812, welche die für die 
Katalyse benötigten Mg2+-Ionen komplexieren (Bonner, Patra et al. 1992; Bonner, Lafer et al. 
1994; Woody, Eaton et al. 1996). Sie sind Bestandteil der Motive A (D537) und C (D812) der 
T7-RNAP, welche in vielen RNA- und DNA-Polymerasen konserviert sind (Poch, Sauvaget 
et al. 1989; Delarue, Poch et al. 1990). Im Bereich der AS 417-429 befindet sich das 
„DX2GR“-Motiv der T7-RNAP. Dieses Motiv ist in vielen DNA-abhängigen Polymerasen 
hochkonserviert. Es spielt eine Rolle bei der Stabilisierung des RNA-DNA-Hybrids im 
Transkriptionskomplex, bevor sich ein stabiler Elongationskomplex bildet (Imburgio, Anikin 
et al. 2002). In diesem Bereich befinden sich auch die Reste R425 und K441, welche ionische 
Kontakte mit den 2’-OH-Gruppen der beiden initiierenden Nucleotide ausbilden können 
(Kennedy, Momand et al. 2007). Ein weiterer konservierter Rest ist G542, dessen fehlende 
Seitenkette zur Bevorzugung von Ribonucleotiden als Substrate führt (Cheetham und Steitz 
1999). 
 
1.2.1.3 Die Finger-Subdomäne 
 
Die Finger-Subdomäne besteht aus den Aminosäuren 541-737 und 771-778 und bildet die 
meisten Kontakte sowohl zum Template als auch zu den einzubauenden Nucleotiden. Die 
AS 627-640 bilden dabei das Motiv B der T7-RNA-Polymerase, das in allen DNA-
abhängigen Polymerasen konserviert ist. Besonders wichtig sind K631 und K627, welche 
Wasserstoffbrücken zu den einzubauenden Nucleotiden ausbilden und so entscheidend zur 
Substrataffinität beitragen (Osumi-Davis, de Aguilera et al. 1992; Osumi-Davis, Sreerama et 
al. 1994). Auch Y639 ist für die Polymerase wichtig. Die Mutante Y639F (Huang, Eckstein et 
al. 1997) diskriminiert Desoxyribonucleotide nicht mehr und akzeptiert auch Nucleotide mit 
größeren Substituenten an der 2’-Position (Sousa und Padilla 1995; Padilla und Sousa 1999).  
Der aromatische Ring dieser Aminosäure scheint zur Bindung und Positionierung der Base 
wichtig zu sein, während die Hydroxylgruppe eine Wasserstoffbrücke zur 2’-Position der 
Ribose ausbildet und auf diese Weise nur Ribonucleotide als Substrat akzeptiert werden 
(Cheetham und Steitz 1999; Brieba und Sousa 2000). Interessanterweise ist Y639 auch in 
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DNA-Polymerasen konserviert. Allerdings liegt in DNAP ein Glutaminsäurerest so im 
aktiven Zentrum, dass dieser die Wasserstoffbrücke zum Tyrosin bildet und auch sterisch die 
Position der 2’-OH-Gruppe übernimmt. Somit können DNA-Polymerasen nur Desoxyribo-
nucleotide als Substrate verwenden (Astatke, Grindley et al. 1998; Astatke, Ng et al. 1998). 
Andere Mutationen im Bereich des Motivs B der T7-RNA-Polymerase führen zu einer 
erhöhten Fehlerrate (Huang, Brieba et al. 2000).  
 
1.2.1.4 Die N-terminale Domäne 
 
Die N-terminale Domäne wird von den AS 1-310 gebildet und ist wichtig für die Prozessivität 
der Polymerase (Muller, Martin et al. 1988; Gopal, Brieba et al. 1999). Sie bildet eine positiv 
geladene Furche, welche die synthetisierte RNA bindet und aus dem RNA-DNA-Hybrid 
herauslöst (Mukherjee, Brieba et al. 2002), so dass das „Transkriptionsauge“ voranschreiten 
kann. Außerdem ist diese Domäne an der Promotorerkennung und am Schmelzen der 
Promotorsequenz beteiligt. AS 93-101 kontaktieren das AT-reiche Element -13 bis -17 des 
Promotors, während die AS 232-242 die so genannte interkalierende Haarnadel bilden, die 
sich zwischen die DNA-Einzelstränge schiebt und den Promotor öffnet (Cheetham, Jeruzalmi 
et al. 1999). Die N-terminale Domäne bildet auch zusammen mit „Handfläche“ und „Fingern“ 
die Bindungsstelle für den Inhibitor T7-Lysozym (Jeruzalmi und Steitz 1998). 
 
1.2.1.5 Die Spezifitätsschleife 
 
Dieses Strukturelement (AS 739-770) stellt eine Insertion in die Finger-Subdomäne dar, und 
ist für die Promotorerkennung verantwortlich. Besonders die AS 746, 748, 756 und 758 
bilden Kontakte zur -7-bis -11-Region des Promotors (Cheetham, Jeruzalmi et al. 1999).  
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1.2.1.6 Die C-terminale Schleife  und das Extra-4-Helix-Bündel 
 
Die C-terminale Schleife wird von den Resten 820-883 gebildet und vermittelt die 
allosterische Inhibition durch T7-Lysozym (Jeruzalmi und Steitz 1998; Huang, Villemain et 
al. 1999).  
Das Motiv des Extra-4-Helix-Bündels wird von den Resten 449-531 gebildet und stellt einen 
Einschub in die Handflächen-Subdomäne dar, dessen Funktion aber noch nicht geklärt ist. 
 
1.2.2 Die Transkriptions-Reaktion 
 
Die Transkription durch T7-RNA-Polymerase lässt sich in drei Phasen unterteilen:  Initiation, 
Elongation und Termination. In der Initiationsphase wird der Promotor gebunden und 
geschmolzen, bevor ein kurzes Stück RNA synthetisiert wird. Danach erfolgt eine 
Konformationsänderung zum stabilen Elongationskomplex, in dem die RNA-Synthese mit 
hoher Prozessivität und Geschwindigkeit abläuft. Sobald die Polymerase zu einem Terminator 
gelangt, kommt es wiederum zu Struktur-Änderungen im Elongationskomplex, in deren Folge 
die RNA entlassen wird. 
 
1.2.2.1 Promotorbindung 
 
Die Erkennung des Promotors erfolgt zwischen den Positionen -5 und -17 der Promotor-
sequenz. Mutationen in diesem Bereich beeinflussen die Affinität der Polymerase für den 
Promotor und auch dessen Aktivität (Chapman und Burgess 1987; Ujvari und Martin 1997). 
Durch die Sequenz der Promotoren in diesen Bereichen wird die Aktivität der T7-RNA-
Polymerase in vivo Gen-spezifisch gesteuert. Dabei wird der Bereich -7 bis -11 von der 
Spezifitätsschleife kontaktiert, während die Positionen -13 bis -17 von Bereichen der N-
terminalen Domäne gebunden werden (Cheetham, Jeruzalmi et al. 1999). Zur affinen Bindung 
des Promotors ist die Anwesenheit von Mg2+-Ionen nötig und die Chlorid-Konzentration darf 
nicht zu hoch sein (NaCl < 50 mM) (Ikeda und Richardson 1986; Chapman und Burgess 
1987; Maslak und Martin 1994; Ujvari und Martin 1997). 
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1.2.2.2 Schmelzen des Promotors 
 
Der Promotor wird von der Polymerase erst ab der Position -4 entwunden und geschmolzen. 
Mutationen in diesem Bereich verändern die Aktivität des Promotors, ohne seine Affinität zu 
beeinflussen (Chapman und Burgess 1987; Ujvari und Martin 1997). Promotoren, die ab 
Position -4 einzelsträngig vorliegen (nur Template-Strang), sind aktiv und werden besser 
gebunden als komplett doppelsträngige Promotoren, solange der Bereich oberhalb von 
Position -5 doppelsträngig ist (Maslak und Martin 1993; Jia, Kumar et al. 1996).  
Zum Schmelzen des Promotors tragen verschiedene Effekte bei: Die konservierte Sequenz 
TATA des Bereiches -1 bis -4 begünstigt das Schmelzen durch die schwächere Basenpaarung 
von A:T- im Vergleich zu G:C-Paaren. Während der Bindung durch die Polymerase wird die 
DNA an der Position -1 um 40-60 ° gebogen (Ujvari und Martin 2000). Dies führt zu 
Spannungen in der Doppelhelix, die durch eine teilweise Trennung der Stränge abgebaut 
wird. Viele Kontakte der Substratbindungsfurche zum Template-Strang verschieben dabei das 
Gleichgewicht zugunsten eines „offenen“ Promotors (Cheetham, Jeruzalmi et al. 1999). 
Außerdem schiebt sich die „interkalierende Haarnadel“ bis vor die Position -5 zwischen die 
DNA-Stränge (Cheetham, Jeruzalmi et al. 1999). Kinetische Untersuchungen haben gezeigt, 
dass sich eine offene und eine geschlossene Form des Promotors in einem Gleichgewicht 
befinden, welches auf Seiten der geschlossenen Form liegt, solange kein Nucleotid anwesend 
ist (Villemain, Guajardo et al. 1997). Erst die Bindung des initiierenden Nucleotids führt zu 
einem stabilen offenen Promotorkomplex (Jia und Patel 1997; Bandwar und Patel 2001).  
 
 
 
 
Abb. 3:  Konsensussequenz und Funktionalität eines Klasse-III-Promotors der T7-RNAP (Sousa 
und Mukherjee 2003); A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin , ITS = initially 
transcribed sequence 
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1.2.2.3 Initiation 
 
Um die RNA-Polymerisation zu starten, müssen zunächst zwei Nucleotide gebunden werden. 
Ein GTP in der Elongationsstelle und GTP, GDP oder GMP in der Initiationsstelle (Martin 
und Coleman 1989). Kodiert der Template-Strang an den Positionen +1 und +2 für andere 
Nucleotide, ist die Initiationseffizienz deutlich niedriger (Milligan, Groebe et al. 1987). 
Kommen aber Cytosine in den Positionen +3 und +4 des Template-Stranges vor, so kann die 
Polymerase an diesen Stellen die Transkription initiieren (Brieba, Padilla et al. 2002). Die 
Aminosäure H 784 scheint für die Spezifität des initiierenden Nucleotids verantwortlich zu 
sein, in dem sie eine Wasserstoffbrücke zur 2-Amino-Gruppe des GTP ausbildet. Neueste 
Röntgenkristallstrukturanalysen eines Komplexes mit Promotor und initiierenden GTP 
zeigten, dass eine Reihe von Wechselwirkungen der Polymerase mit den ersten Nucleotiden 
Ribose als Zuckerreste favorisieren. Die Aminosäure K441 interagiert ionisch mit der 2’-OH-
Gruppe des ersten GTP, R425 und D812 können mit der 2’-OH-Gruppe des zweiten GTP 
Wechselwirkungen eingehen (Kennedy, Momand et al. 2007).  
Die Knüpfung der ersten Phosphorsäurediester-Bindung erfolgt, wie auch die aller 
nachfolgenden, nach dem allgemeinen Zwei-Metallionen-Mechanismus (Steitz 1998). Dabei 
komplexieren D537 und D812 zwei zweiwertige Metallionen (im Normalfall Mg2+). Diese 
erhöhen die Nucleophilie der 3’-OH-Gruppe für den Angriff auf die α-Phosphatgruppe des 
einzubauenden Nucleotids, stabilisieren den fünfbindigen Übergangszustand der α-
Phosphatgruppe und das abgehende Pyrophosphat (Steitz 1998).  
Sind die ersten beiden Nucleotide verknüpft, rückt die Polymerase eine Position weiter und 
bindet das nächste Nucleotid in der Elongationsstelle. Die Polymerase befindet sich aber noch 
nicht in der Elongationsphase, sondern verbleibt in der Initiations-Konformation, bis ca. neun 
Nucleotide polymerisiert sind. In dieser Phase ist die Transkription wenig prozessiv und es 
kommt häufig zur Dissoziation kurzer RNA (2-9 nt), während der Promotor an die 
Polymerase gebunden bleibt und diese die Transkription wieder neu initiiert (Martin, Muller 
et al. 1988). Dieses Phänomen könnte auch der Grund sein, warum die ersten zwei Nucleotide 
GTP sein müssen. Wären stattdessen schwächere A:T-Basenpaarungen auf den ersten beiden 
Positionen des RNA-DNA-Hybrids, würden zu viele Initiationen fehlschlagen. Auch die 
nachfolgende Sequenz der ITS (initially transcribed sequence) ist für die Stabilität des 
Initiationskomplexes wichtig. Eine Änderung des GC-Gehaltes in dieser Sequenz verändert 
die Promotor-Aktivität in vitro und in vivo (Milligan, Groebe et al. 1987; Lopez, Guillerez et 
al. 1997).  
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Währen der Polymerisation der ersten ca. neun Nucleotide bleibt der Promotor gebunden, und 
die DNA wird in eine lange hydrophobe Tasche der Polymerase gedrückt (Cheetham und 
Steitz 1999). Erreicht die RNA eine Länge von ~9 nt führt die Spannung im 
zusammengedrückten DNA-Strang wahrscheinlich zum Lösen vom Promotor (Brieba und 
Sousa 2001) und nachfolgend zu Konformationsänderungen in der Polymerase, die die 
Ausbildung eines stabilen Elongationskomplexes bewirken. 
 
1.2.2.4 Elongation   
 
In der Elongationsphase positioniert sich die Template-DNA neu. Die Spezifitätsschleife 
bindet oberhalb des „Transkriptionsauges“ nicht mehr an die DNA und es bilden sich 
Kontakte zwischen N-terminaler Domäne und DNA heraus (Ma, Temiakov et al. 2002). 
Stromabwärts wird die DNA in diesem Stadium von den Resten K711, K713 und K714 
gebunden. Das Transkriptionsauge verändert seine Lage nicht (Mukherjee, Brieba et al. 
2002), vergrößert sich aber auf eine Länge von ~15 nt mit einem RNA-DNA-Hybrid von 7-8 
bp (Temiakov, Mentesana et al. 2000), und die interkalierende Haarnadel ist nicht mehr 
zwischen den Strängen positioniert. Die Finger-Subdomäne verändert ihre Konformation 
ebenfalls. Zusammen mit einer Konformationsänderung im Daumen, welche schon früher (bei 
einer RNA-Länge von ~5 nt) auftritt (He, Rong et al. 1997; Mukherjee, Brieba et al. 2002), 
umgreifen beide Domänen nun das „Transkriptionsauge“. Dies führt zu einem deutlich 
stabileren Komplex und einer Erhöhung der Prozessivität. Komplettiert wird der „reife“ 
Elongationskomplex, wenn die RNA eine Länge von ~14 nt erreicht. Ihr 5’-Ende wird von 
einer positiv geladenen Furche des N-Terminus der T7-RNAP gebunden und so aus dem 
RNA-DNA Hybrid abgezogen (Mukherjee, Brieba et al. 2002).  
Die Bewegung der Polymerase entlang des DNA-Stranges erfolgt durch Dissoziation (Huang, 
Brieba et al. 2000). Die Richtung wird möglicherweise dadurch vorgegeben, dass die 
einzubauenden Nucleotide in der freien Elongationsstelle binden und die Polymerase an 
dieser Stelle verharren muss, bis eine neue Bindung geknüpft ist (Doublie, Tabor et al. 1998).  
 
1.2.2.5 Termination 
 
Es gibt zwei verschiedene Arten von Terminatoren der T7-RNA-Polymerase (Macdonald, 
Durbin et al. 1994). Klasse-I-Terminatoren bilden in der RNA eine G:C-reiche Haarnadel-
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struktur und gleichzeitig ein Uracil-reiches Segment direkt stromabwärts der Haarnadel. Die 
Bildung einer solchen Haarnadelstruktur während der Transkription könnte zu 
Konformationsänderungen im Elongationskomplex führen (Hartvig und Christiansen 1996). 
Sie vermindert wahrscheinlich die Bindung der einzelsträngigen RNA an die Polymerase und 
auch an die DNA im Transkriptionsauge und führt so, zusammen mit der schwachen 
Basenpaarung im U:A-reichen RNA-DNA-Hybrid zur Entlassung der RNA aus dem 
Komplex. 
Klasse-II-Terminatoren besitzen keine solche Struktur. Sie bestehen aus der Sequenz 
AUCUGUU, welche im T7-Genom eine Stopstelle bildet. Nur wenn sich stromabwärts dieser 
Sequenz ein U-reicher Bereich befindet, terminiert die T7-RNAP (Lyakhov, He et al. 1998). 
Mutationen des N-Terminus der T7-RNA-Polymerase, welche zu verminderter RNA-Bindung 
führen, verhindern die Erkennung der Klasse-II-Terminatoren (Lyakhov, He et al. 1997).  
 
1.2.3 T7-RNA-Polymerase in der Molekularbiologie 
 
Neben der Rolle als Modellenzym bei der Erforschung von Struktur und Wirkungsweise von 
Polymerasen findet T7-RNA-Polymerase auch eine breite Anwendung als Werkzeug im 
Labor. 
Eine wichtige Anwendungsmöglichkeit stellen T7-RNAP-basierende Expressionssysteme für 
E. coli dar. Dabei wird ein Bakterienstamm mit einer IPTG-induzierbaren Kopie des T7-
RNAP-Gens auf dem Chromosom in Verbindung mit einem Plasmid benutzt, welches das zu 
exprimierende Gen unter der Kontrolle eines T7-Promotors trägt (Tabor und Richardson 
1985; Studier und Moffatt 1986). Diese Expressionssysteme sind heute sehr weit verbreitet 
und wurden hinsichtlich verbesserter Regulation (Studier 1991) oder RNA-Stabilität 
(Marchand, Nicholson et al. 2001) weiterentwickelt.  Außerdem finden T7-RNAP-basierende 
Expressionssysteme auch in anderen Prokaryoten und Eukaryoten Anwendung (Wyatt, Moss 
et al. 1995; Huemer, Strobl et al. 2000). 
Die zweite wichtige Anwendung der T7-RNA-Polymerase (und anderer viraler RNA-
Polymerasen) besteht in der RNA-Synthese in vitro (Milligan, Groebe et al. 1987). Prinzipiell 
kann RNA auch chemisch synthetisiert werden, doch ist dies teuer und die Ausbeute nur bei 
kurzen Sequenzen zufrieden stellend. Außerdem wird bei den Methoden der RNA-in-vitro-
Evolution, wie SELEX (Tuerk und Gold 1990) zwingend ein in-vitro-Transkriptionsschritt 
benötigt.  
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1.2.4 Gentechnisch veränderte T7-RNA-Polymerasen  
 
Es wurden bereits eine Reihe von Varianten der T7 RNA-Polymerase generiert, welche das 
Anwendungsspektrum der Polymerase erweitern können.  
So akzeptiert die Variante Y639F Desoxynucleotide und kann „gemischte“ Nucleinsäuren 
synthetisieren (Sousa und Padilla 1995; Huang, Eckstein et al. 1997). Diese Polymerase 
akzeptiert zudem artifizielle Nucleotide mit Fluoro- oder Amino-Gruppen an der 2’-Position 
der Ribose (Padilla und Sousa 1999).  
Die Doppelmutante Y639F/H784A akzeptiert 2’-Azido- und 2’-Methoxy-Gruppen an der 
Ribose von Pyrimidin-Nucleotiden (Padilla und Sousa 2002), genauso wie die Mehrfach-
mutante Y639V/H784G/E593G/V685A (Chelliserrykattil und Ellington 2004). Die Variante 
F664Y/F667Y akzeptiert 3’-Desoxynucleotide und könnte für eine „transkriptionelle 
Sequenzierung“ genutzt werden (Izawa, Sasaki et al. 1998). Die Mutante E222K erkennt ein 
größeres Sequenzspektrum als Promotor (Ikeda, Chang et al. 1993) und die Dreifachmutante 
F11L/C515Y/T613A zeigt eine erhöhte Fehlerrate (Brakmann und Grzeszik 2001). 
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1.3 Anwendungsmöglichkeiten 2’-modifizierter RNA 
 
Ribonucleinsäuren sind sehr vielseitige Makromoleküle. Neben ihren seit langem bekannten 
Funktionen (mRNA, tRNA, rRNA) wurden in letzter Zeit neue Aktivitäten kleiner, nicht 
codierender RNAs entdeckt. So genannte siRNA (small interfering RNA) sind an der post-
transkriptionellen Genregulation beteiligt, und versprechen ebenso wie Aptamere (RNA-
Liganden) und Ribozyme (RNA mit katalytischer Aktivität) neue therapeutische und 
technische Möglichkeiten (Bunka und Stockley 2006; Fichou und Ferec 2006; Eckstein 
2007). Da natürliche RNA einem schnellen hydrolytischen Abbau unterliegt, ist es 
wünschenswert, RNA-Moleküle so zu modifizieren, dass sie stabiler gegenüber dem Abbau 
durch RNasen werden. Eine Möglichkeit, dies zu erreichen, besteht in der Modifikation der 
2’-Position der Ribose (Kawasaki, Casper et al. 1993; Beigelman, McSwiggen et al. 1995), da 
RNasen die 2’-OH-Gruppe zur Bildung eines zyklischen 2’-3’-Phosphorsäurediesters 
während der Hydrolyse benötigen (Eckstein 2002). Darüber hinaus könnten funktionelle 
Modifikationen der 2’-Position bei Ribozymen zu einem erweiterten Reaktionsspektrum 
führen. 
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2 Ziel der Arbeit 
 
Bisher ist es noch nicht gelungen, eine Polymerase zu generieren, die RNA vollständig aus 2’-
modifizierten Nucleotiden synthetisieren kann. Limitierend ist bislang vor allem der Einbau 
von modifiziertem GTP  (Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und Ellington 2004). Das 
Ziel dieser Arbeit bestand daher im Aufbau eines Verfahrens zur evolutiven Optimierung der 
T7-RNA-Polymerase hinsichtlich des Einbaus von 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotiden, 
insbesondere 2’-Methoxy-GTP in RNA.  
Dazu sollte eine Mutantenbibliothek des Polymerase-Gens generiert und in einem geeigneten 
Vektor kloniert werden. Weiterhin sollten in einem Selektionsverfahren aktive Varianten 
erkannt und  diese in einem Screeningverfahren auf den Einbau von 2’-modifizierten 
Nucleotiden hin untersucht werden. Das Assay-Verfahren sollte es ermöglichen, die 
Inkorporation artifizieller Nucleotide zu beurteilen, ohne radioaktive Markierungen zu 
verwenden. Das Verfahren sollte sich zudem an ein 96-Well-Format anpassen lassen, und 
dadurch prinzipiell hochdurchsatzfähig sein. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Geräte 
 
Brutschrank       Memmert  
DNA-Sequenzierer      3100, ABI 
Elektrophorese-Zubehör  Pharmacia, Roth, Serva und 
Eigenbau 
Elektroporationsküvetten     Thermo Electron  
Elektroporator      2510, Eppendorf 
Fluorimeter        Polarion, Tecan  
Geldokumentationsanlage     Bachofer  
LC-Anlage    ÄKTApurifier, GE Healthcare und 
Econo System, Biorad 
Leitfähigkeitsmessgerät      Profi-Lab LF 597, WTW 
Mehrkanalpipetten      Gilson und Eppendorf 
Mikropipetten       Eppendorf 
PCR-Thermocycler      Mastercycler personal, Eppendorf 
Schüttelinkubator      UniEquip 
Sterilbank       Heraeus 
Ultraschallhomogenisator     Sonopuls, Bandelin 
Vakuumzentrifuge      Concentrator 5301, Eppendorf  
UV/Vis-Spektralphotometer      DU 530, Beckman 
Zentrifugen       Biofuge 13, Heraeus 
5810 R, Eppendorf 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Mikrotiterplatten PP-Mikroplatte, schwarz 96 K, F-
Form, Greiner 
Deep-well-Platten      PP, 96 x 2,2 ml, TreffLab 
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3.3 Chemikalien 
 
10 x PCR-Puffer      Applied Biosystems 
2’-O-Methylnucleosid-Triphosphate    TriLink Biotechnologies 
Acrylamid-Lösung (30%)     Roth  
Agarose       Biozym 
Ampicillin Natriumsalz     Roth 
APS        Fluka 
Bactotrypton       Roth 
Chloramphenicol      Roth 
Coomassie Brilliant Blue G-250     Fluka 
DTT        Roth 
EDTA        Sigma 
Essigsäure       Sigma 
Ethidiumbromid      Merck  
Gelladepuffer für Nucleinsäuren    Fermentas  
Gelladepuffer für Proteine     Roti-Load 1, Roth 
Glycerol       Roth 
Hefeextrakt       Roth 
IPTG        Roth 
Lab-Lemco-Broth      Oxoid 
Natriumchlorid      Roth 
Natriumdeoxycholat      Sigma 
PMSF        Roche 
Polymin P       Fluka 
Protease-Inhibitor-Cocktail     Complete, Boehringer 
Ribonucleosid-Triphosphate     Roche 
SDS        Fluka 
Spermidin       ICN 
SP-Sepharose-FF      Amersham 
TEMED       Roth 
Tetracyclin       Roth 
Tris        Fluka 
Wasser, HPLC-Qualität     Merck 
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X-Gal         Roth 
 
3.4 Enzyme 
 
Alkalische Phosphatase     Roche 
Lysozym       Roth 
Pfu-Polymerase ClonedPfu-DNA-Polymerase, 
Stratagene 
T4-DNA-Ligase      Promega 
Taq-Polymerase      Labor-Präparation 
 
Die Enzyme wurden entsprechend der Herstellerangaben und in den mitgelieferten Puffern 
verwendet. Für Taq-Polymerase wurde GeneAmp 10x PCR Buffer I (ABI) genutzt. 
 
3.4.1 Restriktionsendonucleasen 
 
AatII        Fermentas 
BamHI       Fermentas 
DraI        Fermentas 
HindIII       Fermentas 
SalI        Fermentas 
XhoI        Fermentas 
 
Die Reaktionen wurden jeweils in den vom Hersteller empfohlenen Puffern durchgeführt. 
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3.5 Verwendete Komplettsysteme 
 
DNA-Reinigung QIAquick PCR-Purification Kit, 
Qiagen 
Plasmidpräparation      QIAprep Spin Miniprep Kit, 
Qiagen 
DNA-Sequenzierung ABI PRISM BigDye Terminator 
Cycle Sequencing Kit, ABI 
Konzentrationsbestimmung von Proteinen   BCA Protein Assay Kit, Pierce 
 
3.6 Längenstandards 
 
DNA-Längenstandard GeneRuler™ 1kb DNA Ladder; 
Fermentas 
Protein-Längenstandard Protein test mixture 4; Serva 
 
3.7 Oligonucleotide  
 
Name Sequenz (5’-3’) Bezugsquelle 
beacon GCG AGA XCC AAA AAA AAA AAC CAY CTC 
GCC GAA TTC GCC CTA TAG TGA GTC GTA 
TTA 
Modifizierungen an Position 7(X = 5/6-Tamra); 
Position 24 (Y =  5/6-Fam) 
IBA 
pQE30 Prom CCC GAA AAG TGC CAC CTG MWG 
pUC-Kas AAA AGA CGT CAA ACT CGA GAA AGA CGT 
CAA AA 
MWG 
pUC-Kas rev TTT TGA CGT CTT TCT CGA GTT TGA CGT 
CTT TT 
MWG 
T7PROM TAA TAC GAC TCA CTA TA IBA 
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T7RNAP-up2 AAA AAA AAA AAA GGA TCC CTG AAC ACG 
ATT AAC ATC 
MWG 
T7RNAP-lo2 AAA AAA AAA AAA AAG CTT TTA CGC GAA 
CGC GAA GTC 
MWG 
T7RNAP-up3 AAA AAA AAA AAA GCA TGC CTG AAC ACG 
ATT AAC ATC 
MWG 
T7RNAP-lo3 AAA AAA AAA AAA GTC GAC TTA CGC GAA 
CGC GAA GTC 
MWG 
T7RNAP-up4 AAA AAA AAA AAA AAG CTT ACT GAA CAC 
GAT TAA CAT C 
MWG 
Talo 2 CCT ACC ATT AAC ACC AAC Laborpräparation 
Talo 3 CAG TCA TGA CGC TGG C Laborpräparation 
Talo 4 GCG TTC TGC TTT GAG TAC Laborpräparation 
Talo 5 CCG CTG CTG TGT ACC Laborpräparation 
Talo 6 CGC TGA GGC TAT CGC A Laborpräparation 
Talo 7 GCA AGA AAT CAA GCC G Laborpräparation 
Taup 2 CCG TCT TGG CTG TGT GTA CA Laborpräparation 
Taup 3 CGG AAT CAA TAG CTG GC Laborpräparation 
Taup 4 GAA GGG AGC AGT TAT AGC Laborpräparation 
Taup 5 CGG CGA GAC TTG CGA Laborpräparation 
Taup 6 GGT TGG AAC ATC GGA G Laborpräparation 
Taup 7 TTG TCA GCA CTG GTT AGC Laborpräparation 
 
3.8 Verwendete Plasmide/Vektoren 
 
Vektor Größe [bp] Merkmale Herkunft/Referenz 
pACYC184 4245 p15A ori, cmR, tcR (Chang und Cohen 1978) 
pAlterGFP 6600 p15A ori, GFP-Gen unter der 
Kontrolle des T7-Promotors, tcR, 
cm
S
 
(Brakmann und Grzeszik 
2001) 
pAR1219 8815 pMB1 ori, lacI, T7-Gen1 unter der 
Kontrolle des lac UV5 Promotors, 
apR 
(Davanloo, Rosenberg et 
al. 1984) 
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pCL1921 4549 pSCl0l ori, lacZα, spcR (Lerner und Inouye 1990) 
pCLT5-66 6292 pSCl0l ori, T5 Promotor, 2 x lac-
Operator, N-terminaler Histidin-
Polylinker, spcR 
(Stumpp 2007) 
pPol63E 7200 Col E1 ori, T7-Gen1 Var. C515Y/ 
T613A mit C-terminalem Histidin-
Polylinker, apR 
(Brakmann und Grzeszik 
2001) 
pQE30 3462 Col E1 ori, T5 Promotor, 2 x lac-
Operator, N-terminaler Histidin-
Polylinker, apR 
Qiagen 
pREP4 3740 p15A ori, lacIq, knR Qiagen 
pUC19 2686 pMB1 ori, lacZα, apR (Yanisch-Perron, Vieira et 
al. 1985) 
 
3.9 Generierte Plasmide/Vektoren 
 
Rekombinanter 
Vektor 
Größe [bp] Ausgangsvektor Insert Verwendete 
Schnittstellen 
pAlterGC 6600 pAlterGFP Rekonstruiertes 
Chloramphenicol-
acetyltransferase-Gen 
DraI 
pCLT5V5 7350 pCLT5-66 T7-Gen1 Variante 
C515Y/T613A 
BamHI, HindIII 
pQEV5 6083 pQE30 T7-Gen1 Variante 
C515Y/T613A 
BamHI, HindIII
  
pUC19I 3942 pUC19 lacIq AatII, SalI, XhoI 
pUCT7 5327 pUC19 T7-Gen1 HindIII, SalI 
pUCT7I 6583 pUC19I T7-Gen1 HindIII, SalI 
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3.10 Bakterienstämme 
 
Stamm Merkmale Herkunft 
E. coli BL21 E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal Stratagene 
E. coli BLR E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal 
∆(slr-recA)306::tn10(tetR) 
Novagen 
E. coli XL1-
Blue MRF' Kan 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
lac [F'proAB lacIqZ∆M15 tn5 (kanr)] 
Stratagene 
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3.11 Molekularbiologische Methoden 
3.11.1 Polymerase-Ketten-Reaktion  
 
Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) lässt sich DNA 
in einem Eintopfverfahren vervielfältigen (Saiki, Scharf et al. 1985; Mullis und Faloona 1987; 
Mullis, Faloona et al. 1992). Dabei durchlaufen Ausgangs-DNA (template), zwei flankierende 
Oligonucleotide (Primer), Desoxyribonucleosidtriphosphate und eine thermostabile DNA-
Polymerase in mehreren Zyklen drei Reaktionsschritte: 
 
1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA 
2. Anlagerung der Primer 
3. Verlängerung der Primer durch die DNA-Polymerase 
 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde standardmäßig folgender Ansatz verwendet, 
wobei die Polymerase erst nach dem Hot Start zugegeben wurde: 
 
Template        ca. 100 ng 
Primer        je 500 nM 
dNTPs        je 100 µM 
Polymerase       2,5 U 
Wasser       ad 100 µl 
Temperaturprofil: 
 
Hot Start        99°C 5 min 
35 Zyklen von: 
Denaturierung       94°C 30 s 
Hybridisierung            50-60°C 1 min 
Polymerisation    Pfu-Polymerase:  68°C 3 min 
Taq-Polymerase:  72°C 3 min 
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3.11.2 Fehlerhafte PCR zur Einführung von Punktmutationen 
 
Als Mutationsmethode wurde die error-prone PCR (EP-PCR) gewählt (Cadwell und Joyce 
1992; Cadwell und Joyce 1994). Dabei werden im aktiven Zentrum der Polymerase 
gebundene Magnesium-(II)-Ionen teilweise durch Mangan-(II)-Ionen ersetzt. Dies bewirkt 
eine Aufweitung des aktiven Zentrums, so dass nicht-komplementäre (sterisch anspruchs-
vollere) Basenpaarungen während der Polymerisation toleriert werden. Eine gegenüber den 
Purinen erhöhte Pyrimidin-Nucleotidkonzentration erhöht die Fehlerrate solcher 
Amplifikationen  noch zusätzlich. 
 
Reaktionsansatz: 
 
Template (pAR1219)      200 ng   
Primer T7-RNAP lo3      0,5 µM 
Primer T7-RNAP up4     0,5 µM 
Puffer (GeneAmp 10x PCR Buffer I)    10 µl 
dATP, dGTP       je 200 µM 
dCTP, dTTP         je 500 µM  
MnCl2        a) 500 µM; b) 5 µM 
Taq-Polymerase      4 µl 
H2O         ad 100 µl   
 
 
Temperaturprofil: 
 
Hot Start       99°C 5 min 
35 Zyklen von: 
Denaturierung       94°C 30 s 
Hybridisierung       56°C 1 min 
Polymerisation       68°C 3 min  
 
 
Dabei wurden die Nucleotide, Mangan-(II)-Chlorid und die Polymerase erst nach dem Hot 
Start zugegeben. 
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3.11.3 Agarose-Gelelektrophorese 
 
DNA-Fragmente lassen sich auf Grund ihrer gleichmäßigen negativen Ladung mit Hilfe der 
Gelelektrophorese auftrennen. Zur Anwendung kam die horizontale Agarose-Gelelektro-
phorese. Zur Analyse von Fragmenten zwischen 200 und 10.000 bp wurden 0,8 %ige Gele 
verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde in Laufpuffer (TAE) in einer 
Mikrowelle aufgekocht. Nach kurzem Abkühlen wurde das Gel auf eine Glasplatte gegossen 
und ein Kamm zur Ausformung der Probentaschen positioniert. Die erstarrten Gele wurden in 
eine Elektrophoresekammer gelegt und mit Laufpuffer (TAE) knapp überschichtet. Den zu 
analysierenden DNA-Lösungen wurde 1/6 des Volumens an 6x Ladepuffer zugefügt. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 100 V und 50 mA. Danach wurden die Gele in einem 
Ethidiumbromid-Bad gefärbt und mittels Transilluminator und einem Kamerasystem 
dokumentiert. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde sowohl analytisch als auch präparativ 
eingesetzt. 
 
50 x TAE, pH 8,0      2 M   Tris-Base 
1 M   Essigsäure 
50 mM  EDTA 
Ethidiumbromid-Bad      1 µg/ml  EtBr in H2O 
 
3.11.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
 
Um DNA aus Agarose-Gelen zu eluieren, wurde das QIAquick Gel Extraction Kit 
entsprechend der Angaben des Herstellers benutzt.  
Die Bande der entsprechenden Länge wurde nach Agarose-Gelelektrophorese, Ethidium-
bromid-Färbung und Visualisierung ausgeschnitten, in drei Volumina Puffer QG durch 
Erhitzen auf 50°C gelöst und mit einem Volumen Isopropanol vermischt. Die Lösung wurde 
auf ein Kieselgel-Säulchen gebracht, einmal mit QG und einmal mit Puffer PE gewaschen. 
Um eine möglichst hohe Ausbeute zu erzielen, wurde die DNA mit 100 µl Puffer EB nach 5-
minütiger Inkubation eluiert.  
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3.11.5 Behandlung der DNA mit Restriktionsendonucleasen  
 
DNA-Fragmente lassen sich mit Endonucleasen schneiden. Mit Typ-II-Restriktionsendo-
nucleasen entstehen dabei selbstkomplementäre Überhänge, so dass DNA-Fragmente, welche 
mit dem gleichen Enzym geschnitten wurden, danach gezielt neu kombiniert werden können. 
Einige Enzyme hinterlassen überhangslose Enden, welche sich ebenfalls neu ligieren lassen. 
Für einen Restriktionsverdau wurde in der Regel mit 1-2 Units Enzym pro 1 µg DNA im vom 
Hersteller empfohlenen Puffer gearbeitet. Die Reaktionen wurden stets über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Konnte bei einem Doppelverdau kein geeigneter Puffer für beide Enzyme gefunden 
werden, wurde sequentiell gearbeitet und der Ansatz nach dem ersten Verdau hitzeinaktiviert 
und mit Alkohol gefällt, um nachfolgend in einem anderen Puffer die zweite Reaktion 
durchführen zu können.  
 
3.11.6 Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Um DNA-Fragmente mit kompatiblen Überhängen kovalent zu verknüpfen, wurden diese 
ligiert. Dabei betrug das Verhältnis  von Vektor zu Insert ca. 1:3 bis 1:5 und es wurden 1-3 
Units T4-DNA-Ligase pro µg DNA eingesetzt. 
 
3.11.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
 
Die Ligation eines gewünschten Inserts mit einem Vektor wird durch Selbstligation 
(Religation) des Vektors behindert. Um dies zu verhindern, wurden die Vektoren vor der 
Ligation dephosphoryliert. Dabei wurden 0,1 Unit Alkalische Phosphatase pro µg DNA 
eingesetzt und die Reaktionen eine Stunde bei 37°C inkubiert. 
 
3.11.8 Alkohol-Fällung 
 
DNA kann in Anwesenheit eines monovalenten Kations und eines Alkohols zum Zwecke der 
Konzentrierung oder Entsalzung präzipitiert werden. Dazu wurde einer DNA-Lösung 
Natriumacetat bis zu einer Endkonzentration von 0,3 M zugesetzt und diese Lösung 
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anschließend mit dem 2,5fachem Volumen Ethanol (100 %) oder dem 0,8fachen Volumen 
Isopropanol vermischt. Die Präzipitation erfolgte bei DNA-Konzentrationen über ca. 250 
ng/µl in einer Stunde bei Raumtemperatur. Bei geringeren DNA-Konzentrationen wurde über 
Nacht bei -20°C gefällt. Die Ansätze wurden anschließend 30 min bei 18.500 x g und 4°C 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 µl Ethanol (70 %) 
gewaschen, nochmals für 15 min bei 4°C mit 18.500 x g zentrifugiert und nach Trocknung an 
der Luft oder in der Vakuum-Zentrifuge in Wasser gelöst. 
 
3.11.9 Reinigung von DNA-Fragmenten 
 
Um DNA mit einer Länge von mehr als 100 bp von Verunreinigungen wie Oligonucleotiden, 
Nucleosidtriphosphaten, Enzymen usw. zu trennen, wurde das kommerziell erhältliche 
QIAquick PCR-Purification Kit entsprechend der Herstellerangaben benutzt. Um möglichst 
hohe Ausbeuten zu erzielen, erfolgte die Elution stets mit 100 µl Puffer EB nach 5-minütiger 
Inkubation. 
 
3.11.10 Quantifizierung von DNA 
 
Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde anhand der Extinktion bei 260 nm bestimmt 
(Marmur und Doty 1962). Dabei entspricht eine Extinktion von 1 einer DNA-Menge von 50 
ng/µl doppelsträngiger DNA. Das Verhältnis E260/E280 gibt Auskunft über die Reinheit der 
DNA-Lösung. Saubere Präparationen weisen Werte zwischen 1,8 und 2 auf: Werte kleiner als 
1,8 deuten auf Proteinkontaminationen hin. Die Messungen wurden verdünnt in Wasser 
vorgenommen. 
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3.11.11 Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger, 
Nicklen et al. 1977). Es wurde das ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit             
in folgendem Ansatz genutzt: 
 
DNA        500 ng 
Primer        5 pmol 
Terminator-Mix      1,4 µl 
Puffer        3,3 µl 
Wasser       ad 20 µl 
 
Temperaturprofil der PCR: 
 
Hot Start       99°C 5 min 
25 Zyklen von: 
Denaturierung       96°C 30 s 
Hybridisierung       50°C 15 s 
Polymerisation       60°C 4 min  
 
Der  Terminator-Mix wurde erst nach dem Hot Start zugegeben. 
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3.12 Mikrobiologische Methoden 
3.12.1 Verwendung von Antibiotika 
 
Antibiotika wurden in Flüssigkulturen und Agarplatten in folgenden Konzentrationen benutzt: 
 
Ampicillin       100 µg/ml 
Chloramphenicol      34 µg/ml 
Kanamycin       50 µg/ml 
Spectinomycin      50 µg/ml 
Tetracyclin       30 µg/ml 
 
3.12.2 Anzucht von Bakterien in Flüssigkulturen 
 
Die Vermehrung von Bakterien zur DNA-Gewinnung erfolgte in TB-Medium. Dabei wurden 
5 ml-Kulturen mit einer Kolonie von einer Agarplatte steril angeimpft und über Nacht mit 
dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C und 220 rpm schüttelnd inkubiert. 
 
TB-Medium       20 g/l   Lab-Lemco Broth 
15 g/l  Hefeextrakt 
5 g/l  NaCl 
4 g/l  Glycerol 
 
Das Medium wurde 20 min bei 121°C autoklaviert. Alle Medien wurden mit Wasser als 
Lösungsmittel angesetzt. 
 
3.12.3 Expressionskulturen 
 
Zur Proteinexpression wurden die Bakterien in TY-Medium unter Zugabe des entsprechenden 
Antibiotikums kultiviert. Zunächst wurde eine ÜN-Kultur mit einem Klon einer Agarplatte 
angeimpft. Mit dieser wurde die eigentliche Expressionskultur 1:50 beimpft und 3-4 h bei 160 
rpm und 37°C geschüttelt. Hatte die Kultur eine OD600 von 0,6–0,8 erreicht, wurde die 
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Proteinexpression durch Zugabe von IPTG zu einer Konzentration von 1 mM induziert. Nach 
weiteren 4 h bei 160 rpm und 37°C wurden die Bakterien durch Zentrifugation (5.000 x g; 
4°C, 5 min) geerntet und bis zur weiteren Verwendung bei –80°C eingefroren. 
 
TY-Medium       10 g/l   Bactotrypton 
5 g/l   Hefeextrakt 
10 g/l  NaCl 
 
Das Medium wurde 20 min bei 121°C autoklaviert. 
 
3.12.4 Bestimmung der Bakteriendichte 
 
Zur Bestimmung der Bakteriendichte einer Flüssigkultur wurde deren Extinktion bei 600 nm 
(OD600) gegen das entsprechende Medium gemessen.  
 
3.12.5 Anzucht von Bakterien auf Agarplatten 
 
LB-Agar       10 g/l   Bactotrypton 
5 g/l   Hefeextrakt 
10 g/l  NaCl 
15 g/l  Agar 
 
Nach dem Autoklavieren (20 min bei 121°C) wurde das Medium auf 50-60°C abgekühlt, 
bevor die entsprechenden Antibiotika oder Zusätze zugegeben wurden. Für eine Blau-Weiß-
Selektion wurden dem Agar 80 µg/ml X-Gal und 10 mM IPTG zugegeben. 
 
3.12.6 Anlegen von Stammkulturen 
 
Zur Lagerung von Bakterienkulturen wurden Aliquots von Flüssigkulturen mit demselben 
Volumen 80 %igen Glycerols gemischt und bei -80°C eingefroren. 
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3.12.7 Plasmidpräparation  
 
Um Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit der 
Firma Qiagen entsprechend der Angaben des Herstellerprotokolls benutzt. Es wurden pro 
Säulchen die Bakterien von 2 ml einer ÜN-Kultur verwendet. Um eine möglichst hohe 
Ausbeute zu erzielen, wurde die DNA mit 100 µl Puffer EB nach 5-minütiger Inkubation 
eluiert.  
 
3.12.8 Transformation von Bakterien durch Elektroporation 
 
Um Plasmide in Bakterien zu vermehren oder rekombinant Proteine zu exprimieren, musste 
die entsprechende Plasmid-DNA zunächst in die Zellen eingebracht werden. Dies erfolgte 
durch Elektroporation. Dabei wird die Bakterienmembran durch kurze Hochspannungspulse 
perforiert und die DNA in die Zellen aufgenommen (Neumann, Schaefer-Ridder et al. 1982; 
Miller, Dower et al. 1988).  
Die Elektroporation erfolgte mit speziellen, elektrokompetenten Zellen (siehe Kapitel 3.12.9) 
100 µl dieser Zellsuspension wurden auf Eis mit 1-100 ng Plasmid-DNA oder 2 µl eines 
Ligationsansatzes vermischt und in vorgekühlten Elektroporationsküvetten mit 1 mm 
Spaltbreite 5 ms bei einer Spannung von 2.000 V elektroporiert. Dem Ansatz wurden schnell 
900 µl SOC-Medium zugegeben. Nach Überführung in ein Kulturröhrchen wurden die Zellen 
1 h bei 37°C mit 220 rpm geschüttelt. Danach wurden 20-300 µl des Ansatzes auf Agarplatten 
mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.  
 
SOC-Medium       20 g/l  Bactotrypton 
5 g/l  Hefeextrakt 
10 mM  NaCl 
2,5 mM  KCl 
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
20 mM Glucose 
. 
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3.12.9 Herstellung elektrokompetenter Zellen 
 
Damit Bakterien bei einer Elektroporation eine hohe Transformationseffizienz zeigen, müssen 
sie möglichst vital sein, und in einer möglichst dichten aber salzarmen Zellsuspension 
vorliegen. 
Dazu wurden 200 ml TB-Medium mit einer frischen ÜN-Kultur 1:50 angeimpft und bei 37°C 
und 220 rpm geschüttelt, bis die Kultur eine OD600 von 0,6-0,8 erreicht hatte. Nach Abkühlen 
auf Eis wurde die Kultur 5 min bei 4°C und 5.000 x g zentrifugiert. Das Bakterienpellet 
wurde anschließend in 50 ml eiskaltem, sterilem, destilliertem Wasser resuspendiert und 
erneut zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde viermal wiederholt. Anschließend wurde 
zweimal mit eiskalter steriler 10 %iger Glycerol-Lösung gewaschen, um das Pellet dann in 2 
ml 10 %igem Glycerol zu resuspendieren und in Aliquots (100 µl) aufzuteilen. Diese Zell-
suspension wurde frisch transformiert oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei 
-80°C gelagert. 
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3.13 Proteinbiochemische Methoden 
3.13.1 Reinigung der T7-RNA-Polymerase 
 
Die Reinigung der exprimierten Enzyme erfolgte durch eine Kombination von Ionenaus-
tauschchromatographie und Fällungsreaktionen (Grodberg und Dunn 1988; Zawadzki und 
Gross 1991).  
Ausgehend von einer frischen ÜN-Kultur von BLR/pUCT7I wurde ein Liter TY/Amp 1:50 
angeimpft und bei 37°C und 180 rpm ca. 3 h geschüttelt. Sobald die Kultur eine OD600 von 
0,6-0,8 erreicht hatte, wurde die Expression mit 1 mM IPTG induziert und die Kultur weitere 
4 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden durch 5-minütige Zentrifugation 
bei 5.000 x g und 4°C geerntet, zweimal mit 100 ml Waschpuffer gewaschen und ÜN bei 
-80°C gelagert.  
 
Waschpuffer:        20 mM  Tris; pH 8,1 
20 mM  NaCl 
2 mM   EDTA 
 
Alle Puffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Wasser als 
Lösungsmittel angesetzt. 
 
Das Zellpellet wurde in 24 ml gekühltem Lysepuffer resuspendiert und durch Zugabe von 
6 ml Lysozym-Lösung (50 mg/ml) lysiert. Nach 20 min auf Eis wurden 2,5 ml 8 %ige 
Natriumdeoxycholat-Lösung zugegeben, die Mischung für weitere 20 min auf Eis inkubiert 
und anschließend 4 x 15 s mit Ultraschall vollständig aufgeschlossen. Es wurden 5 ml einer 2 
M Ammoniumsulfat-Lösung zugesetzt und das Volumen mit Lysepuffer auf 50 ml gebracht. 
Nach Zugabe von 5 ml 10 %iger Polymin P-Lösung wurde der Ansatz 20 min auf Eis 
langsam gerührt und 30 min bei 18.500 x g zentrifugiert. Dem Überstand wurden langsam 
0,82 Volumina gekühlte, gesättigte Ammoniumsulfat-Lösung zugesetzt und nach 
15-minütigem  Rühren auf Eis wurde 20 min bei 18.500 x g und 4°C zentrifugiert.  
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Lysepuffer:        50 mM  Tris;  pH 8,1 
20 mM NaCl 
2 mM   EDTA 
1 mM   DTT 
Protease-Inhibitor-Cocktail  
nach Herstellerangaben 
 
Das Pellet wurde in 15 ml Puffer C1 gelöst und ÜN gegen 1.000 ml C1 dialysiert. Das 
Dialysat wurde mit Puffer C auf eine Leitfähigkeit von C2 gebracht. Eine mit Puffer C2 
äquilibrierte Säule mit 25 ml SP-Sepharose FF wurde mit dem Dialysat beladen und mit 4 
Auftragsvolumina C2 gewaschen. Die Elution erfolgte mit C3 mit einer Flußrate von 
0,2 ml/min. Die Fraktionen des Elutions-Peaks wurden mittels SDS-PAGE analysiert. 
Fraktionen mit dem höchsten Gehalt an T7-RNA-Polymerase wurden vereinigt und zweimal 
ÜN gegen 500 ml C4 dialysiert. Nach Zentrifugation (18.500 x g; 4°C; 30 min) wurde das 
Präzipitat in 10 ml C1 gelöst und ÜN gegen 1l C5 dialysiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
 
Puffer C:        20 mM Na2HPO4; pH 7,7 
1 mM   EDTA 
        1 mM   DTT 
5%  Glycerol 
20 µg/ml PMSF 
 
Puffer C1:       Puffer C mit  100 mM  NaCl 
Puffer C2:       Puffer C mit  50 mM  NaCl 
Puffer C3:       Puffer C mit  200 mM  NaCl 
Puffer C4:       Puffer C mit  10 mM  NaCl 
Puffer C5:       Puffer C mit  100 mM  NaCl 
+ 50 % Glycerol 
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3.13.2 SDS-PAGE 
 
Um Proteine anhand ihres Molekulargewichtes zu trennen und zu analysieren, wurde eine 
vertikale, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) genutzt 
(Laemmli 1970).  
 
Trenngel (12 %ig):       5,1 ml   1,5 M Tris; pH 8,8 
        8,1 ml   30 % Acrylamid 
75 µl   0,5 M EDTA 
6,88 ml  H2O 
 
 
Nach dem Mischen der Lösung wurde die Polymerisation durch Zugabe von 15 µl TEMED 
und 75 µl 10 %iger APS-Lösung gestartet. Das Trenngel wurde schnell gegossen und bis zum 
vollständigen Ablauf der Polymerisation mit Isopropanol überschichtet.  
Das Isopropanol wurde entfernt und im Anschluss das auspolymerisierte Trenngel mit einem 
Sammelgel überschichtet. 
 
Sammelgel:        2,5 ml   0,5 M Tris; pH 6,8
        1,6 ml   30 % Acrylamid
        50 µl   0,5 M EDTA 
        5,85 ml  H2O   
 
 
Gestartet wurde die Polymerisation durch Zugabe von 20 µl TEMED und 100 µl 10 %iger 
APS-Lösung. Die Proben wurden in Ladepuffer aufgenommen und 10 min auf 70°C erhitzt, 
bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte bei 180 V und 30 mA 
für ca. 3,5 h. 
 
Laufpuffer:        3 g/l   Tris-Base 
        14,4 g/l  Glycin  
        1 g/l   SDS  
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Nach Ende des Laufs wurde das Gel aus der Apparatur entnommen, eine Stunde mit 
Coomassie gefärbt, und danach der Hintergrund ÜN entfärbt.  
 
Coomassie-Färbelösung:      0,05 %  Coomassie Brilliant      
          Blue R25 
25 %  Isopropanol 
10 %  Essigsäure 
 
Entfärbelösung:       10 %  Essigsäure 
 
3.13.3 Quantifizierung von Proteinen 
 
Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde das BCA Protein Assay Kit 
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Dabei wird Cu2+ durch Cystein-, Tyrosin- 
oder Tryptophan-Reste zu Cu+ reduziert. Dieses bildet mit Bicinchoninsäure einen Komplex, 
der bei 562 nm absorbiert. 
Die Messungen wurden nach den Vorgaben des Herstellers durchgeführt, zur Quantifizierung 
wurde eine Eichkurve mit BSA (50-2000 µg/ml) erstellt. 
 
3.14 Aktivitätsbestimmung der T7-RNA-Polymerase 
 
Um die Polymerase-Aktivität exprimierter Enzymvarianten zu bestimmen, wurde ein so 
genanntes „molecular beacon“ genutzt (Summerer und Marx 2002). Dies ist ein Oligo-
nucleotid mit einer Länge von 57 nt, welches im 5’-Bereich eine Haarnadelstruktur (7 bp) 
bildet. Im gefalteten Zustand des beacon liegen zwei Positionen einander gegenüber, welche 
mit Fluorophoren modifiziert sind: Position 7 mit 5/6-Tamra (N,N’-Tetramethylrhodamin; 
Amax: 549 nm; Emax: 573 nm) und Position 24 mit 5/6-Fam (Carboxyfluorescein; Amax: 492 
nm; Emax: 518 nm). Durch die unmittelbare Nähe der Fluorophore kommt es dabei zur 
Fluoreszenzlöschung (quenching) der Fam-Fluoreszenz. Dies kann durch Kontaktquenching 
sowie durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer erfolgen (Marras, Kramer et al. 2002). 
Am 3’-Ende des Oligonucleotides befindet sich die Bindungsstelle für einen Primer mit der 
Sequenz des T7-Promotors. Sind Primer und beacon hybridisiert, so kann an dieser Stelle die 
Transkription durch T7-RNAP starten. Während die RNA-Synthese in 5’-3’-Richtung 
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voranschreitet, wird nun die Haarnadelstruktur entfaltet. Dadurch werden Fluorophor und 
Quencher räumlich getrennt, so dass eine Zunahme der Fam-Fluoreszenz detektiert werden 
kann. 
 
 
Um mit diesem System arbeiten zu können, müssen beacon und Primer T7PROM zunächst 
hybridisiert werden. Es wurde ein Mastermix für mehrere Reaktionen erstellt. 
 
Mastermix       10 µM  beacon 
11 µM  T7PROM 
in 1x T7-RNAP-Puffer 
 
Der Ansatz wurde 5 min auf 95°C erhitzt und anschließend auf Raumtemperatur abgekühlt. 
Zur späteren Verwendung wurde er bei –20°C gelagert. 
 
10 x T7-RNAP-Puffer     400 mM Tris; pH 8,0 
80 mM MgCl2 
100 mM NaCl 
20 mM Spermidin 
300 mM DTT 
 
Nach Sterilfiltration wurde der Puffer bei -20°C gelagert. 
 
 
 
 
Abb. 4:  Funktionsweise eines molecular beacon; F = Fluorophor, FRET = Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer, Q = Quencher 
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3.14.1 Polymerisationsreaktionen 
 
Zur zeitabhängigen Messung der Aktivität gereinigter Polymerase-Präparationen wurde 
folgender Ansatz verwendet:  
Reaktionsansatz      1 µl   Mastermix 
(entspricht 100 nM beacon) 
        0-500 µM ATP  
        0-500 µM  GTP  
        0-500 µM  CTP 
        0-500 µM  UTP 
        1-5 µl  Polymerase-Präp. 
9,9µl  10 x Puffer 
ad 100 µl  H2O 
 
Mastermix, Puffer und Wasser wurden in eine Mikrotiterplatte pipettiert und gemischt, bevor 
die Polymerase zugegeben wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Nucleotide gestartet 
und der Fluoreszenz-Verlauf  bei 530 nm (Anregungswellenlänge 495 nm) über 10 – 30 min 
in Intervallen von 20 s gemessen. 
Zur Aktivitätsbestimmung ungereinigter Lysate wurde dem Ansatz Lachssperma-DNA 
zugesetzt, um DNA-modifizierende Proteine des E. coli, welche Nebenreaktionen verur-
sachen würden, unspezifisch zu binden. Die weitere Vorgehensweise entsprach der obigen. 
 
Reaktionsansatz      1 µl   Mastermix 
(entspricht 100 nM beacon) 
1,3-5,2 µg Lachssperma-DNA 
        0-500 µM  ATP 
        0-500 µM  GTP 
        0-500 µM  CTP 
        0-500 µM  UTP 
        1-5 µl  Polymerase-Präp. 
9,9 µl  10 x Puffer 
ad 100 µl  H2O 
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3.15  Ablauf des kombinierten Selektions- und Screeningverfahrens 
3.15.1 Selektion aktiver Varianten 
 
Durch EP-PCR generierte Varianten des T7-RNAP-Gens wurden mit HindIII und SalI 
geschnitten. 400 fmol dieser DNA wurden mit 100 fmol eines gleichermaßen geschnittenen 
und dephosphorylierten pUC19I ligiert.  
Anschließend wurden 100 µl elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF' Kan mit 2 µl diese 
Ligationsansatzes transformiert. Nach 1 h bei 220 rpm und 37°C wurden dem Ansatz 1 ml 
TB-Medium und 100 µg/ml Ampicillin zugegeben. Zunächst wurde weitere 2 h bei 37°C und 
danach 1 h bei 42 °C und 220 rpm geschüttelt. Anschließend wurden aus dieser Kultur die 
Plasmide „pUCT7I-Var.“ isoliert und nach Ethanol-Fällung in 10 µl Wasser gelöst.  
100 µl elektrokompetenter Zellen E. coli BLR/pAlterGC wurden mit 0,5-1 µl dieser Plasmid-
präparation transformiert und auf 3-5 Platten mit LB/Amp/Cam-Agar ausplattiert. Nach einer 
Inkubation über Nacht bei 37°C wurden die Platten einen weiteren Tag bei Raumtemperatur 
gelagert, bis grüne Kolonien sichtbar wurden.  
 
3.15.2 Screening nach Varianten mit neuer Aktivität  
3.15.2.1 Vorkulturen 
 
Mit Hilfe steriler Zahnstocher wurden grüne Kolonien in 1 ml TY/Amp-Medium im 
Mikrotiterplatten-Format (Deep-Well-Platten) überimpft. Die Platten wurden mit luftdurch-
lässiger selbstklebender Folie verschlossen und über Nacht bei 37°C und 1.000 rpm 
schüttelnd inkubiert. 
Die Kulturen dieser ersten ÜN-Platte wurden 1:1.000 auf eine zweite Platte, befüllt mit je 1 
ml TY/Amp-Medium, überimpft, welche ebenfalls über Nacht bei 37°C und 1.000 rpm 
inkubiert wurde. Von der ersten ÜN-Platte wurden Stammkulturen zur späteren Verwendung 
angelegt. 
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3.15.2.2 Expressionskultur 
 
Die Expression der Enzymbibliothek erfolgte in Deep-Well-Platten, befüllt mit je 1,5 ml 
TY/Amp-Medium.  Diese wurden 1:50 von der zweiten ÜN-Platte angeimpft, mit luftdurch-
lässiger selbstklebender Folie verschlossen und 4 h bei 37°C und 1.000 rpm schüttelnd 
inkubiert. Anschließend wurde die Expression durch Zugabe von 15 µl einer 100 mM IPTG-
Lösung induziert, und die Kulturen für weitere 4 h bei 37°C und 1.000 rpm geschüttelt.  
Die Ernte der Kulturen erfolgte durch Zentrifugation (1.800 x g, 5 min, 4°C) Die erhaltenen 
Zellpellets wurden zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
3.15.2.3 Lyse der Zellen 
 
Der gesamte Lysevorgang erfolgte bei 4°C im Mikrotiterplatten-Format. Nach dem Auftauen 
wurde jedem Pellet 50 µl Lysepuffer zugefügt und die Platten ca. 10 min bei 1.000 rpm 
geschüttelt, bis das gesamte Zellmaterial resuspendiert war. 
 
Lysepuffer        50 mM Tris; pH 8,0  
15 mM EDTA 
 
Danach wurden 10 µl einer 200 mM NaOH-Lösung zugegeben und die Mischung weitere 10 
min bei 1.000 rpm geschüttelt. Um den pH-Wert des Ansatzes auf ca. 9 zu senken, wurden 5 
µl Neutralisierungspuffer zugegeben.  
 
Neutralisierungspuffer      1 M Tris, pH 8,0  
4 M NaCl 
 
Nach Zugabe von 10 µl Lysozym/DTT-Lösung wurde 1 h bei 1.000 rpm geschüttelt, um die 
Lyse zu komplettieren. 
 
Lysozym/DTT-Lsg.:      50 mg/ml Lysozym 
25 mM DTT 
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Anschließend wurden die Zelltrümmer bei 1.800 x g 30 min abzentrifugiert, der Überstand 
(das Lysat) in eine 96-Well-PCR-Platte überführt und bei 4°C gelagert. 
 
3.15.2.4 Polymerisationsreaktion 
 
Um den störenden Einfluss der Autofluoreszenz der E. coli-Lysate zu minimieren, wurde in 
Screening-Reaktionen die 3-fache Menge an beacon benutzt. Daher wurde ein alternativer 
Mastermix 2 nötig. 
 
Mastermix 2       30 µM  beacon 
33 µM  T7PROM 
in 1x T7-RNAP-Puffer 
 
Der Ansatz wurde 5 min auf 95°C erhitzt und dann auf Raumtemperatur abgekühlt. Zur 
späteren Verwendung wurde er bei -20°C gelagert. 
Es wurde der Einbau von 2’-O-Methyl-GTP und 2’-O-Methyl-UTP untersucht. Dazu wurden 
jeweils Reaktionen mit dem 2’-O-Methyl-Nucleotid und ohne dieses durchgeführt. 
 
Reaktionsansätze für die Untersuchung von 2’-O-Methyl-GTP: 
 
Volumina pro Reaktion [µl]  
Reaktion mit  2’-OMet-GTP Reaktion ohne Nucleotid 
Mastermix 2 1 1 
Lachssperma-DNA (2,4 mg/ml) 2,1 2,1 
ATP (5 mM) 1,1 1,1 
UTP (5 mM) 1,1 1,1 
CTP (5 mM) 1,1 1,1 
10x T7-RNAP-Puffer 1 1 
2’-OMet-GTP (5 mM) 1,1 0 
H2OHPLC 1,5 2,6 
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Reaktionsansätze für die Untersuchung von 2’-O-Methyl-UTP: 
 
Volumina pro Reaktion [µl]  
Reaktion mit  2’-OMet-UTP Reaktion ohne Nucleotid 
Mastermix 2 1 1 
Lachssperma-DNA (2,4 mg/ml) 2,1 2,1 
ATP (5 mM) 1,1 1,1 
GTP (5 mM) 1,1 1,1 
CTP (5 mM) 1,1 1,1 
10x T7-RNAP-Puffer 1 1 
2’-OMet-UTP (5 mM) 1,1 0 
H2OHPLC 1,5 2,6 
 
Zur Vermessung einer Platte wurden die Reaktionsansätze für 100 Reaktionen zusammen-
gestellt und eine 96er-PCR-Platte mit je 10 µl pro Well befüllt. Zu den Ansätzen wurde je 
1 µl der Lysate pipettiert. Anschließend wurde die Platte verschlossen, anzentrifugiert und 
1 min bei 1.000 rpm gerüttelt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37°C wurden die 
Ansätze mit 200 µl H2OHPLC verdünnt und zur Bestimmung des Reaktionsendpunktes in eine 
Mikrotiterplatte überführt. Die Messung der Fluoreszenzintensität erfolgte bei 530 nm (bei 
einer Anregung bei 495 nm) und mit gleichen Parametern für die Messungen mit und ohne 
das entsprechende Nucleotid. 
Danach wurde das Verhältnis zwischen den Messwerten der Reaktionen mit und ohne das 
jeweiligen Nucleotid gebildet. So konnte die Fluoreszenzzunahme ermittelt werden, welche 
die Anwesenheit des 2’-O-Methyl-Nucleotides verursacht, und dadurch auf den Einbau des 
Nucleotides geschlossen werden. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Klonierung der T7-RNA-Polymerase 
 
Zunächst musste ein geeigneter Vektor für die Expression einer T7-RNAP-Mutantenbank 
gefunden werden, da das ursprüngliche Plasmid pAR1219 (Davanloo, Rosenberg et al. 1984) 
als Vektorkonstrukt gentechnisch schwer handhabbar ist, und im Labor vorhandene 
Konstrukte (Brakmann und Grzeszik 2001) mit C-terminalem Histidin-Anker Probleme mit 
der Expression bereiteten. Die Expression der Variantenbibliothek sollte in E. coli BLR 
erfolgen, da dieser Stamm ompT-negativ ist (ompT = Gen einer Membranprotease, welche die 
T7-RNAP spaltet (Grodberg und Dunn 1988)). Außerdem ist der Stamm BLR im Vergleich 
zu BL21 recA-negativ, und kann dadurch eine höhere Stabilität des genetischen Materials 
gewährleisten. 
 
4.1.1 Klonierung und Expression mit N-terminalem Histidin-Anker 
4.1.1.1 Klonierung in pQE30 
 
Die Verwendung des Vektors pQE30, welcher eine Proteinexpression mit einem N-
terminalen 6x-His-Tag erlaubt, versprach die Möglichkeit einer einfachen und schnellen 
Reinigung der exprimierten Polymerase-Varianten (Ellinger und Ehricht 1998; 
Chelliserrykattil und Ellington 2004). 
Zur Konstruktion eines T7-RNAP-exprimierenden Plasmids wurde pQE30 mit BamHI und 
HindIII geschnitten, dephosphoryliert und gereinigt. Das Gen der T7-RNAP-Variante 
C515Y/T613A (Brakmann und Grzeszik 2001) wurde ausgehend von Plasmid pPol63E mit 
den Primern T7RNAP-up2 und T7RNAP-lo2  durch PCR mit Taq-DNA-Polymerase 
amplifiziert. Die erhaltenen Fragmente wurden mit BamHI und HindIII geschnitten, gereinigt 
und mit linearem Vektor pQE30 ligiert. 
Elektrokompetente XL1-Blue MRF’-Kan-Zellen wurden mit dem erhaltenen Ligationsansatz 
transformiert und auf LB/Amp-Agar ausplattiert. Von einigen der erhaltenen Klone wurde 
nach ÜN-Kultur die DNA isoliert und sequenziert. Ein Klon (pQEV5) enthielt die korrekte 
Sequenz ohne zusätzliche Mutationen. Elektrokompetente BL21/pRep4 wurden mit pQEV5 
transformiert und auf LB/Amp/Kan-Agar ausplattiert. Nach einer Expressionskultur und Lyse 
   53 
der Zellen wurden die Gesamtexpression (Zellpellet von 0,5 ml induzierter Kultur, versetzt 
mit Ladepuffer), das Lysat und das erhaltene Pellet analysiert (Abb. 5).  
 
 
 
Die Analyse (Abb. 5) zeigte, dass T7-RNAP (98 kDa) zwar überexprimiert wurde, aber 
unlöslich (im Pellet) anfiel. Ebenso konnte bei analogen Expressionsversuchen mit einer 
Reihe weiterer Varianten (I322T, F55S/D812V, P266S, I109V/C515Y/T613A/I769V, 
F162L/C515Y/T613A, G47C/C515Y/T613A) keine lösliche Expression der Polymerase 
festgestellt werden, so dass dieses System als ungeeignet für die Expression einer 
Variantenbibliothek von T7-RNAP angesehen wurde.  
 
4.1.1.2 Klonierung in pCLT5 
 
Die Löslichkeit exprimierter Proteine hängt unter anderen von Geschwindigkeit und Umfang 
der induzierten Expression, aber auch der Hintergrundexpression ab (Makrides 1996). Beides 
kann durch die Nutzung von Vektoren, welche in der Zelle in geringer Kopienzahl vorliegen, 
optimiert werden. Um zu überprüfen, ob eine Verbesserung der löslichen Expression durch 
Verwendung eines low-copy-Vektors möglich ist, wurde auf pCL1921 zurückgegriffen, 
welcher im Gegensatz zu ColE1-Plasmiden (200 Kopien pro Zelle) mit nur fünf Kopien pro 
 
 
 
Abb. 5:   SDS-PAGE einer Expressionskultur von E. coli BL21/pRep4/pQEV5; 1. Gesamt-
expression; 2. Lysat; 3. Pellet; (alle entsprechen 0,5 ml  induzierter Kultur). 
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Zelle vorliegt (Lerner und Inouye 1990). Da die Expression von T7-RNAP-Varianten 
wiederum mit N-terminalem His-Tag erfolgen sollte, wurde mit dem Plasmid pCLT5-66 
(Stumpp 2007) gearbeitet, welches die Expressionskassette von pQE30 anstelle der aus 
pUC19 stammenden Expressionskassette im Rückgrat von pCL1921 beinhaltete.  
Zur Umklonierung wurde das Genfragment aus pQEV5 mit BamHI und HindIII 
herausgeschnitten, gereinigt und mit pCLT5-66 ligiert, das zuvor ebenfalls mit BamHI und 
HindIII geschnitten, dephosphoryliert und gereinigt worden war. Elektrokompetente XL1-
Blue MRF’-Kan-Zellen wurden mit 2 µl dieses Ligationsansatzes transformiert und auf 
LB/Spc-Agar ausplattiert. Von einigen erhaltenen Klonen wurden die Plasmide isoliert und 
mittels Agarose-Gelelektrophorese charakterisiert. Plasmide mit korrekter Länge wurden zur 
Transformation von E. coli XL1-Blue MRF’ Kan eingesetzt. Anschließend wurde die 
Expression von T7-RNAP analysiert. Wiederum zeigte die Analyse durch SDS-PAGE, dass 
T7-RNAP (98 kDa) exprimiert wurde, jedoch komplett unlöslich anfiel (Abb. 6). Die 
Expression von unlöslicher T7-RNAP ließ sich wahrscheinlich auf die Präsenz des N-
terminalen 6x-Histidin-Tags zurückführen. Sie war wahrscheinlich unabhängig von der 
Kopienzahl des Expressionsvektors und den Aminosäuresubstitutionen. Daher wurden nach 
diesen Ergebnissen die Expressionsversuche mit N-terminalem 6x-Histidin-Anker eingestellt. 
 
 
 
Abb. 6:  SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der  XL1-Blue MRF’ Kan/pCLT5V5 Klone 2 , 4 
und 14; S. Standard; -. vor der Induktion; +. Gesamtexpression; L. Lysat; aufgetragen 
wurden jeweils die Äquivalente zu 0,5 ml Kulturvolumen. 
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4.1.2 Klonierung und Expression von T7-RNA-Polymerase ohne N-
terminalen Histidin-Anker 
4.1.2.1 Klonierung in pUC19 
 
Da die Expression von T7-RNAP mit N-terminalem Histidin-Anker kein lösliches Protein 
lieferte, wurde das T7-Gen1 ohne Histidin-Anker in pUC19 ligiert. Dazu wurde der Vektor 
mit HindIII und SalI geschnitten, dephosphoryliert und gereinigt. Das Gen wurde ausgehend 
von pAR1219 mit den Primern T7RNAP-lo3 und T7RNAP-up4 durch eine PCR mit Pfu-
DNA-Polymerase amplifiziert, ebenfalls mit HindIII und SalI geschnitten und mit 
linearisiertem Vektor ligiert. Elektrokompetente XL1-Blue MRF’-Kan-Zellen wurden mit 
dem Ligationsansatz transformiert und auf LB/Amp/IPTG/XGal Agar ausplattiert. Von 
einigen weißen Kolonien wurde die DNA isoliert, mittels Agarose-Gelelektrophorese 
analysiert, und die Expression der T7-RNA-Polymerase untersucht (Abb. 7). 
 
 
 
 
Abb. 7:  SDS-PAGE zur Expressionskontrolle der  XL1-Blue MRF’ Kan/pUCT7 Klone 1 und 5; 
S. Standard; -. vor der Induktion; +. Gesamtexpression; L. Lysat; aufgetragen wurden 
jeweils die Equivalente zu 0,5 ml Kulturvolumen. 
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Die Analyse der Expressionskulturen durch SDS-PAGE (Abb. 7) zeigte nur schwache 
Expression aus dem System XL1-Blue MRF’ Kan/pUCT7. Als Ursache dieses Verhaltens 
wurde eine ungenügende Regulation der Protein-Expression durch die zu geringe Kopienzahl 
des lacIq-Gens auf dem F-Episom der Wirtszellen angenommen. Daher wurde anschließend 
versucht, ein cis-reguliertes Expressionsplasmid für  T7-RNA-Polymerase zu generieren.   
 
4.1.2.2 Klonierung von pUC19I 
 
Ein cis-regulierter Vektor zur Expression der T7-RNAP und deren Varianten sollte durch 
Ligation des lacIq-Gens (aus pRep4) in pUC19 bzw. pUCT7 gewonnen werden. Dazu wurden 
die Plasmide pUC19 und pUCT7 mit AatII geschnitten, dephosphoryliert und gereinigt. Die 
Oligonucleotide pUC-Kas und pUC-Kas-rev wurden hybridisiert und ebenfalls mit AatII 
geschnitten. Nach Ligation von linearem Vektor (pUC19; pUCT7) und doppelsträngigem 
Adapter-Oligonucleotid wurden die Produkte der Ligation zur Transformation von E. coli 
XL1-Blue MRF’ Kan benutzt. Aus einigen Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert und einem 
Restriktionsverdau durch XhoI unterworfen, durch den die gewünschten Plasmide von 
Religanden unterschieden werden konnten. Die erhaltenen Plasmide (pUC19K; pUCT7K) 
wurden präparativ mit XhoI geschnitten, dephosphoryliert und gereinigt. Die lacIq-codierende 
Sequenz wurde durch Restriktionsverdau von pRep4 (Qiagen) mit SalI erhalten, gereinigt und 
mit den XhoI-linearisierten Plasmiden pUC19K bzw. pUCT7K ligiert.  
 
 
 
Abb. 8: Verifizierung der Expressions-Regulation durch pUC19I. Zu sehen sind Ausstriche 
verschiedener Bakterienkulturen auf  LB/Amp/X-Gal Agar, mit und ohne IPTG; 1. XL1-
Blue MRF’ Kan/pUC19I K4; 2. XL1-Blue MRF’ Kan/pUC19I K1; 3. XL1-Blue MRF’ 
Kan/pUC19. 
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Dies war möglich, da SalI und XhoI identische Überhänge generieren. Die verwendeten 
Restriktionsschnittstellen werden durch diese Ligation zerstört. Nach Transformation von E. 
coli XL1-Blue MRF’-Kan wurden Plasmide aus sechs Klonen isoliert und zur 
Längenkontrolle linearisiert. Zwei Klone der korrekten Länge von XL1-Blue MRF’-
Kan/pUC19I wurden parallel mit XL1-Blue MRF’-Kan/pUC19 durch Blau-Weiß-Screening 
auf korrekte Funktion des lac-Operons hin untersucht (Abb. 8).  
Um die Expression des cis-reprimierten Systems zu überprüfen, wurden E. coli BLR-Zellen 
mit pUCT7I transformiert und Expressionskulturen angesetzt. Durch Analyse von Proben vor 
und nach der Induktion sowie des Überstands der Lyse auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel 
wurde deutlich, dass T7-RNAP sowohl in der induzierten Probe, als auch im löslichen 
Überstand des Lysates enthalten war (Abb. 9). 
 
 
 
 
 
Abb. 9: SDS-PAGE zur Expressionskontrolle von BLR/pUCT7I; S. Standard; -. vor der Induktion; 
+. Gesamtexpression; L. Lysat; aufgetragen wurden jeweils die Äquivalente zu 0,5 ml 
Kulturvolumen. 
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4.2 Selektion aktiver Polymerasen 
 
Da während einer Mutagenese immer auch ein hoher Anteil inaktiver Varianten erzeugt wird 
(99% bzw. 93% in den in dieser Arbeit generierten Bibliotheken), sollten zuerst aktive 
Mutanten aus der Bibliothek selektiert werden, die dann in einem zweiten Schritt hinsichtlich 
des Einbaus artifizieller Nucleotide durchmustert werden sollten. Die Identifikation aktiver 
T7-RNAP-Varianten sollte anhand der Expression des Reporterproteins GFP erfolgen. Dazu 
sollte zunächst das Plasmid pAlterGFP (Brakmann und Grzeszik 2001) verwendet werden, 
das das GFP-Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors enthält. Allerdings sollte die 
Expression der Polymerase-Varianten in E. coli BLR stattfinden, welche eine Tetracyclin-
Resistenz besitzen. Dadurch war  die Verwendung des ebenfalls Tetracyclin-Resistenz ver-
mittelnden Plasmids pAlterGFP nicht möglich. pAlterGFP ist ein Derivat von pAlterEX2 
(Promega) und codiert eine weitere, jedoch inaktive Resistenz gegen Chloramphenicol. Zur 
Restauration dieser Resistenz sollte der mutierte Abschnitt des Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Gens von pAlterGFP durch das originale Fragment aus pACYC184 ersetzt 
werden. Dazu wurde pAlterGFP mit DraI geschnitten und gereinigt. pACYC184 wurde 
ebenfalls mit DraI geschnitten und das entstehende Fragment (340 bp)  gereinigt. Nach 
Ligation der Fragmente und Transformation von E. coli XL1-Blue MRF’ Kan wurde auf 
LB/Cam Agar selektiert. Von einigen Klonen wurde die DNA isoliert und mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Ein Plasmidisolat der korrekten Länge (pAlter GC) wurde für 
die weiteren Untersuchungen ausgewählt. Elektrokompetente BLR-Zellen wurden mit dem 
erhaltenen Plasmid pAlterGC und pUC19I (Negativkontrolle) oder pUCT7I (Expression von 
Wildtyp-T7-RNAP) cotransformiert und auf LB/Amp/Cam-Agar ausplattiert. Zur besseren 
Visualisierung wurden einige Klone nochmals auf LB/Amp/Cam-Agar ausgestrichen. Es 
zeigte sich, dass T7-RNAP-exprimierende Kulturen gut anhand der grünen Fluoreszenz von 
nicht-exprimierenden Kulturen differenziert werden konnten (Abb.10).  
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Für weitergehende Experimente wurden E. coli BLR stets frisch mit pAlterGC transformiert, 
um anschließend elektrokompetente Zellen für die Selektion aktiver Klone zu gewinnen. 
Dieses Vorgehen war nötig, da sich zeigte, dass die genetische Stabilität der E. coli 
BLR/pAlterGC nicht ausreichte, um mehrere, aufeinanderfolgende Generationen elektro-
kompetenter Zellen mit akzeptabler Differenzierungsfähigkeit zwischen T7-RNAP-
exprimierend und Negativkontrolle zu erzeugen. Nach Transformation mit einer Varianten-
bibliothek von pUCT7I konnten auf LB/Amp/Cam-Agarplatten nach ÜN-Inkubation bei 37°C 
und ein- bis zweitägiger Inkubation bei Raumtemperatur Kolonien anhand der grünen 
Fluoreszenz meist schon mit bloßem Auge differenziert werden (Abb. 11).  
 
 
 
Abb. 10:  Differenzierung T7-RNAP-exprimierender Kulturen anhand der grünen Fluoreszenz. Zu 
sehen sind Ausstriche von BLR/pAlterGC/pUCT7I und BLR/pAlterGC/pUC19I auf 
LB/Amp/Cam Agar. 
 
 
Abb. 11:  Selektion aktiver Klone. Zu sehen sind BLR/pAlterGC transformiert mit einer pUCT7I-
Mutantenbibliothek auf LB/Amp/Cam Agar. 
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4.3 Erzeugung einer Mutantenbibliothek durch fehlerhafte PCR 
 
Varianten des T7-Gens1 wurden mit der Methode der fehlerhaften PCR (error-prone PCR; 
EP-PCR) generiert und analog zu den in den Abschnitten 3.11.6 und 3.11.7 beschriebenen 
Verfahren mit linearisiertem Vektor pUC19I ligiert. Dazu wurde das Gen-Fragment mit den 
Primern T7RNAP-lo3 und T7RNAP-up4 durch EP-PCR in Gegenwart von 0,5 mM MnCl2 
amplifiziert, mit HindIII und SalI geschnitten und gereinigt. Insgesamt wurden 4,3 µg des 
Fragments erhalten, entsprechend ca. 1,5 x 1012 DNA-Varianten. Der Vektor pUC19I wurde 
ebenfalls mit HindIII und SalI geschnitten, dephosphoryliert, gereinigt und mit dem 
HindIII/SalI geschnittenen Produkt der EP-PCR ligiert. Elektrokompetente E. coli XL1-Blue-
MRF’-Kan-Zellen wurden mit den Ligation transformiert, wie in Abschnitt 3.15.1 dargestellt 
kultiviert. Anschließend wurden die Plasmide aus diesen Transformanden isoliert. E. coli 
BLR/pAlterGC wurden mit 1 µl der Plasmidpräparation transformiert, um den Anteil grüner 
Klone (= Varianten mit Polymerase-Aktivität) abschätzen zu können. Dieser Anteil betrug 
durchschnittlich 1 %. 
Zur Abschätzung des Gesamtanteils an Transformanden mit T7-RNAP-Gen wurden die 
Transformationen von Ligationen mit Insert (DNA-Varianten) mit Transformationen von 
Ligationen ohne Insert (Negativ-Kontrolle) durch Ausplattierung der XL1-Blue-MRF’-
Kan/pUCT7I-0,5 bzw. XL1-Blue-MRF’-Kan/pUC19I verglichen. Dieser Vergleich ergab, 
dass bei der Transformation der Negativ-Kontrollen (Ligation ohne Insert) weniger als 10 % 
der Kolonien der Ligation mit Insert gebildet wurden. Daher wurde davon ausgegangen, dass 
der überwiegende Teil der Klone, die aus der Reaktion zwischen Vektor und EP-PCR-
Produkt resultierten, eine Variante des T7-Gens1 codierte. 
Stichprobenartig wurden Plasmide aus einigen Klonen der ausplattierten Mutantenbank 
isoliert und mit den Primern Talo 7 und Taup 2 sequenziert. Dabei wurden insgesamt 18 
Mutationen in 5.404 sequenzierten Basen gefunden; dies entspricht  einer Mutationsrate von 
0,33 % oder durchschnittlich 8-9 Mutationen pro Gen.  
Analog wurden Plasmide aus einigen grün fluoreszierenden Klonen von BLR/pAlterGC/ 
pUCT7I-0,5 isoliert und sequenziert. Dabei wurden insgesamt 10 Mutationen auf 11.385 
sequenzierten Basen gefunden. Dies entspricht einer Muationsrate von 0,088 % oder 2-3 
Mutationen pro Gen. Unter Berücksichtigung der zur Verfügung stehenden DNA-Menge und 
der gegebenen Transformations-Effizienzen (ca. 115.000 cfu/µg) enthielt die Bibliothek 
pUCT7I-0,5 ca. 500.000 Varianten.  
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Zusätzlich zu dieser Mutantenbank wurde eine zweite Variantenbibliothek generiert, bei der 
die EP-PCR nur 0,005 mM MnCl2 (1/100 der ursprünglichen Konzentration) enthielt. Dabei 
wurde ebenfalls wie in Abschnitt 3.15.1 beschrieben vorgegangen. 
Nach der Reinigung der Fragmente wurden 13,5 µg EP-PCR-Produkt oder 4,6 x 1012 DNA-
Varianten erhalten. Diese Varianten wurden analog zu den Produkten der EP-PCR mit 0,5 
mM MnCl2 ligiert. Resultierende Plasmide wurden nach Transformation von E. coli XL1-
Blue MRF’ Kan-Zellen amplifiziert, präpariert und zur Transformation E. coli 
BLR/pAlterGC-Zellen benutzt. Dabei wurden ca. 55.000 cfu/µg DNA erhalten, von denen ca. 
7 % GFP-Fluoreszenz aufwiesen. Die stichpriobenartige Sequenzierung einiger der aus 
grünen Klonen isolierten Plasmide ergab im Bereich des T7-RNAP-Gens 4 Mutationen in 
4.214 sequenzierten Basen, entsprechend einer Mutationsrate von  ca. 0,095 % oder 2-3 
Mutationen pro Gen. Diese Bibliothek enthielt ca. 750.000 Varianten. In Tab. 2 A+B sind die 
Ergebnisse zur Erzeugung der Mutantenbibliotheken zusammengefasst. 
 
 
Tab. 2 A:  Charakteristika der Variantenbibliotheken.  
Mutantenbibliothek pUCT7I-0,5
 
pUCT7I-0,005 
DNA-Varianten 
 
~ 1,5 x 1012 ~ 4,6 x 1012 
Größe der 
Variantenbibliothek 
 
~ 500.000 ~ 750.000 
Anteil grüner/ aktiver 
Klone 
 
~ 1 % ~ 7 % 
Anzahl aktiver 
Varianten 
 
~ 5000 ~ 52.500 
Mutationsrate der 
aktiven Varianten [%] 
~ 0,088 ~ 0,095 
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Tab. 2 B:  Gefundene Mutationen in den Variantenbibliotheken. A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, 
T = Thymin 
Art des Austauschs 
alle Varianten von 
pUCT7I-0,5 
aktive Varianten 
von pUCT7I-0,5 
aktive Varianten 
von pUCT7I-0,005 
C → T 
G → A 
39 % 20 % 0 % 
A → G 
T → C 
33 % 50 % 50 % 
A → C 
T → G 
11 % 0 % 0 % 
A → T 
T → A 
11 % 20 % 25 % 
G → T 
C → A 
6 % 10 % 25 % 
G → C 
C → G 
0 % 0 % 0 % 
 
4.4 Analyse der Mutagenese-Effizienz im Bereich des aktiven 
Zentrums 
 
Um die Effizienz der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mutagenesestrategie (EP-PCR) 
in dem für die 2’-OH-Diskriminierung interessanten Bereich der Aminosäuren R425 und 
K441 (Kennedy, Momand et al. 2007) zu untersuchen, wurden stichprobenartig 11 grüne 
Klone der Bibliothek pUCT7I-0,005 sequenziert, die aktive Varianten der T7-RNAP 
codierten. In Tabelle 3 sind alle gefundenen Mutationen im Bereich des Daumens und dessen 
„Gelenks“ zur Handfläche aufgeführt. Zum Vergleich wurden auch Mutationen analysiert, die 
im Bereich der N-terminalen Domäne gefunden wurden (Tab. 4).  
 
Tab. 3:  Gefundene Mutationen im Bereich des Daumens der T7-RNAP und den angrenzenden 
Bereichen zur Handfläche und zur N-terminalen Domäne der T7-RNAP 
Position im Gen 927 959 978 1194 1466 
Betroffene Aminosäure Q309 still I320T T326 still L398 still I489T 
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Tab. 4:  Gefundene Mutationen im N-terminalen Bereich der T7-RNAP 
Position im Gen 341 415 442 580 667 
Betroffene Aminosäure V114Q S139G Q148K G194C S223P 
 
Es zeigte sich, dass im untersuchten Bereich der Polymerase-Domäne nur Isoleucin-Threonin 
Austausche in zwei Positionen sowie drei stille Mutationen gefunden wurden, während in der 
N-terminalen Domäne Mutationen gefunden wurden, die die Struktur der Domäne und deren 
Funktionalität gravierender beeinflussen könnten (S→G, Q→K, S→P). Die gesamte Anzahl 
an gefundenen Mutationen in den beiden Domänen der Polymerase unterschied sich innerhalb 
der kleinen Stichprobe nicht.  
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4.5 Aktivitätsbestimmung von Polymerasen mit Hilfe eines molecular 
beacon 
 
Zunächst sollte ermittelt werden, ob Polymerase-Aktivitäten in einem 96-Well-Format mit 
Hilfe eines molecular beacon bestimmbar sind. Zur Bestimmung der Sensitivität und der 
Zugänglichkeit kinetischer Parameter (KM, kcat, vmax) wurden Messreihen von 100 µl-
Reaktionen mit variierenden Konzentrationen an Polymerase (Abb. 12) oder Nucleotiden 
(Abb. 13) untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass die Fluoreszenzintensität der 
Reaktionsansätze bei Anwesenheit von Polymerase und Substrat mit der Zeit zunehmen. 
Diese Anstiege erfolgten proportiolnal zu steigenden Konzentrationen an Polymerase bzw. 
Nucleotiden. Es waren Polymerase-Massen von mehr als 500 ng pro Reaktionsansatz bei 
einer Konzentraion von 100 µM der Nucleotide sicher nachweisbar, und aus den Initial-
Geschwindigkeiten der Reaktionen mit verschiedenen Nucleotid-Konzentrationen sind die 
kinetischen Parameter der Polymerase-Reaktion prinzipiell zugänglich. 
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Abb. 12:  Beacon-Reaktion in Abhängigkeit der Polymerase-Menge. Dargestellt ist der  Fluoreszenz-
verlauf in Reaktionsansätzen mit 100 nM beacon, 100 µM jedes Nucleotids, und verschie-
denen Mengen gereinigter T7-RNAP in 100 µl T7-RNAP-Puffer; Anregung bei 495 nm, 
Messung bei 530 nm. 
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Da T7-RNAP und ihre Varianten nur unter Verzicht auf die Expression mit Histidin-Anker 
löslich exprimiert werden konnten, stand für das hier geplante Screening kein vom Zeit- und 
Materialaufwand zu vertretendes Reinigungsverfahren für den Mikrotiter-Massstab zur 
Verfügung. Daher wurde in einem nächsten Schritt versucht, T7-RNAP-Aktivität in geklärten 
Lysaten von  BL21/pAR1219 zu detektieren (Abb. 14). Diese Untersuchungen zeigten 
allerdings einen Fluoreszenzanstieg (d.h. ein Auffalten des molecular beacon) sowohl in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von Nucleotiden. Als mögliche Ursache dieses Effekts 
wurde das Vorhandensein von DNA-bindenden und -modifizierenden Proteinen im E. coli-
Lysat angesehen. Daher wurde versucht, diese Proteine durch Zugabe eines Überschusses an 
unspezifisch bindender DNA (Lachssperma-DNA) abzufangen. Es zeigte sich eine Hemmung 
der Polymerase-Aktivität bei steigenden Mengen an Lachssperma-DNA im Reaktionsansatz 
bis hin zur völligen Unterdrückung der Reaktion (Abb. 15), da T7-RNAP auch unspezifisch 
an DNA bindet. Den nachfolgenden Reaktionsansätzen mit geklärten Lysaten wurde 1,3-5,2 
µg Lachssperma-DNA/10 pmol beacon zugesetzt. 
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Abb. 13: Beacon-Reaktion in Abhängigkeit der GTP-Konzentration. Dargestellt ist der  
Fluoreszenzverlauf in Reaktionsansätzen mit 100 nM beacon, 500 µM ATP, UTP, CTP, 
10 µg T7-RNAP, und verschiedenen Konzentrationen GTP in 100 µl T7-RNAP-Puffer; 
Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Abb. 14: Beacon-Reaktion mit geklärtem Lysat. Dargestellt ist der Fluoreszenzverlauf in 
Reaktionsansätzen mit 100 nM beacon und 5 µl eines Lysates von BL21/pAR1219, mit 
und ohne Nucleotide in 100 µl T7-RNAP-Puffer; Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 
nm. 
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Abb. 15:  Beacon-Reaktion in Abhängigkeit der eingesetzten Menge Lachssperma-DNA. Dargestellt 
ist der Fluoreszenzverlauf in Reaktionsansätzen mit 100 nM beacon, 10 µg gereinigte T7-
RNAP, 100 µM Nucleotide, mit verschiedenen Mengen Lachssperma-DNA, in 100 µl T7-
RNAP-Puffer; Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Als weiterer Störfaktor bei den Messungen mit geklärten Lysaten wurde Na-Deoxycholat 
ausgemacht: Dieses Detergenz war im Puffer für die konventionelle Reinigung (Abschnitt 
3.13.1) vorgesehen, störte aber die Messung. Es zeigte sich, dass der Anstieg der Fluoreszenz-
Intensität in Reaktionsansätzen ohne Nucleotid-Zugabe (Negativ-Kontrolle) mit Deoxycholat-
enthaltendem Lysat viel stärker war als mit Lysaten, die kein Na-Deoxycholat enthielten 
(Abb. 16 A und B). Da ein Aufschluss mit Ultraschall für die parallele Bearbeitung von 96 
Proben im Mikrotiterplatten-Format nicht in Frage kam, wurde ein neues Lyseverfahren für 
das Mikrotiterplatten-Format entwickelt: Durch Behandlung der Zellpellets mit 40 mM NaOH 
vor der Lysozym-Zugabe konnte sowohl auf Na-Deoxycholat als auch auf einen Ultraschall-
Aufschluss verzichtet werden (Abschnitt 3.15.2.3).  
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Abb. 16: Beacon-Reaktion mit verschiedenen ungereinigten Lysaten. A. Lysepuffer mit Natrium-
deoxycholat, B. Lysepuffer ohne Natriumdeoxycholat. Dargestellt ist der Fluoreszenz-
verlauf in Reaktionsansätzen mit 100 nM beacon und 10 µl Lysate von BL21/pAR1219, 
die mit verschiedenen Lysepuffern gewonnen wurden, sowie 1,3 µg Lachssperma-DNA, 
mit und ohne Nucleotide, in 100 µl T7-RNAP-Puffer; Anregung bei 495 nm, Messung bei 
530 nm. 
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4.6 Anpassung des beacon-Assays an die Durchmusterung von 
Enzymbibliotheken 
 
Der Einbau modifizierter Nucleotide sollte bei relativ hoher Substratkonzentration (500 µM) 
erfolgen, da erwartet wurde, dass die Michaelis-Konstanten für artifizielle Nucleotide weit 
über denen der natürlichen Nucleotide liegen würden. In anderen Arbeiten wurden für 
ähnliche Experimente Nucleotid-Konzentrationen von 0,5 mM (Padilla und Sousa 2002) bis 6 
mM (Chelliserrykattil und Ellington 2004) verwendet. Aufgrund der begrenzten 
Verfügbarkeit der 2’-Methoxy-NTP wurden dafür die Reaktionsvolumina auf 10 µl reduziert, 
und Endpunktbestimmungen anstelle von Kinetikmessungen durchgeführt. Dazu wurden die 
jeweiligen Ansätze 1 h bei 37°C inkubiert, anschließend auf 200 µl verdünnt und in einer 
Mikrotiterplatte vermessen. Das Prinzip wurde zunächst mit gereinigter T7-RNA-Polymerase 
sowie mit Lysaten von BL21/pAlterGFP/pUC19I (Negativ-Kontrolle ohne T7-RNAP-
Aktivität) und BL21/pAlterGFP/pUCT7I (Positiv-Kontrolle des Expressions- und 
Selektionssystems) untersucht (Abb. 17). 
  
Es zeigte sich, dass die Fluoreszenzintensitäten der Reaktionsansätze mit Lysaten ohne 
Nucleotide erheblich höher waren als die Ansätze mit gereinigter T7-RNAP. Als 
maßgeblicher Störfaktor erwies sich das im System vorhandene GFP, da dessen breiter 
Emissionspeak mit dem Maximum bei 509 nm mit der Fluoreszenz des verwendeten beacon 
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Abb. 17: Endpunktbestimmung der Polymerase-Aktivität. Zu sehen sind Einzelmessungen der  
Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 1µM beacon, 1,3 µg Lachs-
sperma-DNA, 10 µg T7-RNAP oder 1µl der Lysate BL21/pAlterGFP/pUC19I oder  
BL21/pAlterGFP/pUCT7I, jeweils mit und ohne Nucleotide, in 10 µl T7-RNAP-Puffer; 
nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die Fluoreszenz gemessen, 
Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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(Em.: 518 nm) überlappt. Durch wiederholte Passage der Kulturen ohne Selektionsdruck 
konnte die Konzentration an intrazellulär exprimiertem GFP deutlich reduziert werden. 
Zusätzlich wurde die Konzentration des beacons im Reaktionsansatz verdreifacht. Trotzdem 
zeigten die Fluoreszenzintensitäten der Kontrollreaktionen (ohne Nucleotide) eine starke 
Streuung (Abb. 18 B). Daher wurden bei allen nachfolgenden Messungen stets das Verhältnis 
zwischen den Messungen mit und ohne Nucleotide gebildet, um auf den Einfluß der 
Inkorporation des betrachteten Nucleotids schließen zu können. Kontrolliert wurde diese 
Vorgehensweise mit konventionellen Nucleotiden (Abb. 18). Dabei zeigte der überwiegende 
Teil der positiv selektierten Klone auch eine positive Screening-Reaktion (Verhältnis der 
Fluoreszenzintensitäten deutlich größer eins). Einige Klone zeigten allerdings auch keinen 
deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitäten oder sogar abfallende Intensitäten. Dies war 
auf nicht optimales Expressionsverhalten einzelner Klone und Fehler beim Pipettieren 
kleinster Volumina zurückzuführen. 
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Abb. 18:  Kontrollreaktion einer Screening-Platte mit konventionellen Nucleotiden. Zu sehen sind 
die Fluoreszenzintesitäten von je 96 Reaktionsansätzen in Mikrotiterplatten mit 3 µM 
Beacon, 5,2 µg Lachssperma-DNA, 1 µl Lysat von BLR/pUCT7I-Varianten, in 10 µl T7-
RNAP-Puffer; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die 
Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm; A. Reaktionen mit 
500 µM jedes Nucleotids, B. Reaktionen ohne Nucleotide, C. Das Verhälnis beider 
Messungen; die Position der Klone ist in allen 3 Diagrammen identisch. 
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4.7 Screening nach 2’-Methoxy-GTP-einbauenden Varianten 
 
Kolonien von  BL21/pAlterGFP/pUCT7I-Varianten, die eine sichtbare Expression von GFP 
zeigten (vgl. Abschnitt 4.2) wurden als Klone mit aktiven Varianten der T7-RNAP 
angenommen und einem anschließenden Screening hinsichtlich erhöhter Effizienz bei der 
Inkorporation 2’-Methoxy-modifizierter Nucleotide unterworfen. Insgesamt wurden 864 als 
„aktiv“ identifizierte Klone durchmustert. Um Varianten mit geringer Inkorporationseffizienz 
für 2’-Methoxy-modifizierte Nucleotide aus den Hintergrundschwankungen  herausfiltern zu 
können, wurde für alle Varianten parallel der Einbau von 2’-Methoxy-GTP und 2’-Methoxy-
UTP untersucht, da erstens 2’-OMet-UTP unter den verwendeten Konzentrationsbedingungen 
als das von T7-RNAP am besten akzeptierte 2’-Methoxy-Nucleotid identifiziert wurde 
(Padilla und Sousa 2002), und zweitens bisher beschriebene Varianten der T7-RNAP, welche 
größere 2’-Methoxy-modifizierte Nucleotide inkorporieren, gleichzeitig 2’-OMet-UTP 
wesentlich besser akzeptieren als der WT (Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und 
Ellington 2004). In Abb. 19 sind beispielhaft die Ergebnisse des Screenings der Platte 9 für 
2’-Methoxy-UTP und 2’-Methoxy-GTP zu sehen. Durch Vergleich beider Messungen wurden 
auffällige Klone mit Intensitätsverhältnissen von ≥  1,1 in beiden Reaktionen identifiziert und 
anschließend noch einmal separat untersucht. Die Abbildungen 20 und 21 zeigen Einzeltests 
interessanter Klone der Platten 9, Abbildung 22 und 23 zeigen auffällige Klone der Platte 8. 
   73 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29:  Screening der Platte 9 mit 2’-Methoxy-GTP. Zu sehen sind die Fluoreszenzintesitäten von 
je 96 Reaktionsansätzen in Mikrotiterplatten mit 3 µM Beacon, 5,2 µg Lachssperma-DNA, 
1 µl Lysat von BLR/pUCT7I-Varianten, 500 µM ATP, UTP und CTP in 10 µl T7-RNAP-
Puffer; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die Fluoreszenz 
gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm; A. Reaktionen mit 500 µM 2`-
Methoxy-GTP, B. Reaktionen ohne GTP, C. Differenz beider Messungen; die Position der 
Klone ist in allen 3 Diagrammen identisch. 
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Abb. 19: Screening der Platte 9. Zu sehen sind die Fluoreszenzintesitätsverhältnisse von je 96 
Reaktionsansätzen in Mikrotiterplatten mit 3 µM Beacon, 5,2 µg Lachssperma-DNA, 1 µl 
Lysat von BLR/pUCT7I-Varianten in 10 µl T7-RNAP-Puffer; nach 1 h bei 37°C wurden die 
Proben auf 200 µl verdünnt und die Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 
530 nm; A. Intensitätsverhältnis zwischen Reaktionen mit und ohne 500 µM 2`-Methoxy-UTP 
mit je 500 µM ATP, GTP und CTP. B. Intensitätsverhältnis zwischen Reaktionen mit und ohne 
500 µM 2`-Methoxy-GTP mit je 500 µM ATP, CTP und UTP; die Position der Klone ist 
beiden Diagrammen identisch. 
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Abb. 20: Einzelmessungen der interessanten Klone von Platte 9 mit 2`-Methoxy-UTP. Zu sehen 
sind Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 5,2 µg 
Lachssperma-DNA, 1µl der Lysate von BLR/pUCT7I-Varianten, 500 µM ATP, GTP und 
CTP, in10 µl T7-RNAP-Puffer; mit 500 µM UTP, 500 µM 2`-Methoxy-UTP oder ohne 
Uracil-Nucleotide; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die 
Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Abb. 21: Einzelmessungen der interessanten Klone von Platte 9 mit 2`-Methoxy-GTP. Zu sehen 
sind Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 5,2 µg 
Lachssperma-DNA, 1µl der Lysate von BLR/pUCT7I-Varianten, 500 µM ATP, UTP und 
CTP, in10 µl T7-RNAP-Puffer; mit 500 µM GTP, 500 µM 2`-Methoxy-GTP oder ohne 
Guanin-Nucleotide; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die 
Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Abb. 23: Einzelmessungen der interessanten Klone von Platte 8 mit 2`-Methoxy-GTP. Zu sehen 
sind Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 5,2 µg 
Lachssperma-DNA, 1µl der Lysate von BLR/pUCT7I-Varianten, 500 µM ATP, UTP und 
CTP, in10 µl T7-RNAP-Puffer; mit 500 µM GTP, 500 µM 2`-Methoxy-GTP oder ohne 
Guanin-Nucleotide; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die 
Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Abb. 22: Einzelmessungen der interessanten Klone von Platte 8 mit 2`-Methoxy-UTP. Zu sehen 
sind Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 5,2 µg 
Lachssperma-DNA, 1µl der Lysate von BLR/pUCT7I-Varianten, 500 µM ATP, GTP und 
CTP, in10 µl T7-RNAP-Puffer; mit 500 µM UTP, 500 µM 2`-Methoxy-UTP oder ohne 
Uracil-Nucleotide; nach 1 h bei 37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die 
Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Unter 66 als „interessant“ eingestuften Klonen zeigte nur der Klon 8B1 auch in den 
Einzeltests geringe Aktivität (Intensitätsanstieg mit beiden modifizierten Nucleotiden (Abb. 
22 und 23)). Diese Messungen sollten daher mit gereinigter Polymerase untermauert werden. 
Dazu wurde das Enzym, wie in Abschnitt 3.6.1 dargestellt gereinigt (Abb. 24) und mit einer 
Ausbeute von 24 mg Protein/1000 ml Kultur isoliert. 
 
 
 
Die gereinigte Variante 8B1 wurde anschließend ebenso wie die Wildtyp-Polymerase in 
Reaktionen mit den 2’-Methoxy-GTP und 2’-Methoxy-UTP eingesetzt (Abb. 25 und 26). 
 
 
Abb. 24: SDS-PAGE zur Reinigung der T7 RNAP-Variante 8B1; S. Standard; 1. Gesamtexpression, 
2. Auftrag auf Säule, 3. Durchlauf, 4-7. die  Fraktionen 42-45 der Elution, 8. gereinigte 
Polymerase (6 µg), 9. gereinigte Polymerase (100 µg). 
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Es zeigte sich, dass die Variante sowohl 8B1 2’-Methoxy-GTP als auch 2’-Methoxy-UTP 
nicht besser akzeptierte als die Wildtyp-Polymerase.  
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Abb. 25: Einzelmessungen mit der gereinigten Variante 8B1 und 2’-Methoxy-UTP. Dargestellt sind 
Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 10 µg T7 RNAP 
8B1 oder 10 µg T7RNAP WT, 500 µM ATP, GTP und CTP, in 10 µl T7-RNAP-Puffer, 
mit 500 µM UTP, 500µM 2’-Methoxy-UTP oder ohne Uracil-Nucleotide; nach 1 h bei 
37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 
495 nm, Messung bei 530 nm. 
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Abb. 26:  Einzelmessungen mit der gereinigten Variante 8B1 und 2’-Methoxy-GTP. Dargestellt sind 
Fluoreszenzintesitäten verschiedener Reaktionsansätze mit 3 µM Beacon, 10 µg T7 RNAP 
8B1 oder 10 µg T7RNAP WT, 500 µM ATP, UTP und CTP, in 10 µl T7-RNAP-Puffer, 
mit 500 µM GTP, 500µM 2’-Methoxy-GTP oder ohne Guanin-Nucleotide; nach 1 h bei 
37°C wurden die Proben auf 200 µl verdünnt und die Fluoreszenz gemessen, Anregung bei 
495 nm, Messung bei 530 nm. 
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4.8 Zusammenfassung des kombinierten Selektions- und 
Screeningverfahrens 
 
In Abbildung 27 ist das in dieser Arbeit entwickelte Selektions- und Screeningverfahren 
dargestellt. 
 
 
Zunächst wurde ein Selektionsplasmid pAlterGC konstruiert, welches ein GFP-Gen unter der 
Kontrolle des T7-Promotors enthielt.  
Durch error-prone PCR generierte Varianten des T7-Gens1 wurden in einen cis-reprimierten 
Vektor (pUC19I) kloniert. Durch das erhaltene Konstrukt (pUCT7I) wurden E. coli XL1-Blue 
MRF' Kan-Zellen transformiert und die Plasmide nach kurzem Wachstum isoliert. 
E. coli BLR/pAlterGC-Zellen wurden mit dieser Plasmidpräparation transformiert und auf 
LB/Amp/Cam-Agar ausplattiert. Nach einer Inkubation über Nacht bei 37°C einem weiteren 
Tag bei Raumtemperatur konnten T7-RNA-Polymerase aktiv exprimierende Klone anhand 
ihrer grünen Fluoreszenz identifiziert werden.  
 
 
Abb. 27:   Ablauf des kombinierten Selektions- und Screening-Verfahrens. 
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Aktive Klone wurden in Mikrotiterplatten überimpft und in 1 ml TY/Amp-Medium als 
Vorkultur über Nacht schüttelnd inkubiert. Nachfolgend wurden diese Kulturen zur 
Beimpfung einer zweiten ÜN-Kultur, ebenfalls in 1 ml TY/Amp-Medium, genutzt. Die 
Vorkulturen dienten nach Glycerolzugabe zur Einlagerung als Stammkulturen zur späteren 
Nutzung. 
Expressionskulturen (1,5 ml TY/Amp-Medium) wurden mit der zweiten ÜN-Kultur beimpft, 
zur Expression gebracht und durch Zentrifugation geerntet. 
Mit einem an ein Mikrotiterplatten-Format angepassten Lyse-Verfahren, bestehend aus einer 
Kombination aus NaOH- und Lysozym-Behandlung, wurden die Zellpellets aufgeschlossen. 
Eine Assay-Reaktion zur Bestimmung von Polymerase-Aktivitäten mit Hilfe eines molecular 
beacon wurde für ein 96-Well-Format optimiert. 
Die Zelllysate wurden in Assay-Reaktionen mit einem 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotid 
und ohne das entsprechende Nucleotid eingesetzt, und die Messreihen wurden anschließend 
verglichen. Diese Messungen wurden für 2’-Methoxy-GTP und 2’-Methoxy-UTP durch-
geführt. Varianten, die bei beiden Nucleotiden einen Fluoreszenz-Anstieg um den Faktor 1,1 
oder mehr zeigten, wurden nochmals einzeln vermessen.  
Durch die Archivierung der Klone in Stammkulturen war es möglich, Varianten, die auch bei 
den Einzelmessungen einen Fluoreszenz-Anstieg mit beiden modifizierten Nucleotiden 
zeigten, schnell und unkompliziert zu exprimieren und chromatographisch zu reinigen, um 
mit gereinigter Polymerase und modifizierten Nucleotiden in zeitabhängigen Messungen des 
beacon-Assays die enzymkinetischen Parameter der Varianten bestimmen zu können. 
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5 Diskussion  
5.1 Mutagenesestrategie 
 
Für die T7-RNA-Polymerase liegt eine Fülle von Strukturdaten und Struktur-Wirkungsbezie-
hungen vor. Mit diesem Wissen wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen versucht, mit eher 
rationalen Ansätzen Polymerasen zu generieren, die 2’-modifizierte Nucleotide akzeptieren. 
Sie beschränkten sich dabei auf Veränderungen an den Aminosäure-Positionen R425, G542; 
Y639 und H784 (Sousa und Padilla 1995; Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und 
Ellington 2004).  
Trotzdem wurde bisher keine Polymerase gefunden, die größere Substituenten (wie zum 
Beispiel Methoxy-Gruppen) an der 2’-Position von Purinen, insbesondere bei GTP toleriert. 
Ein Grund hierfür könnte die Rolle von zwei GTP-Molekülen als initiierende Nucleotide sein, 
die von der Polymerase in einer im Vergleich zur Elongationsphase anderen Konformation 
gebunden werden. Versuche mit GMP als initiierendem Nucleotid im Ansatz führten aber nur 
bei der Inkorporation von dGTP zu Erfolgen (Sousa und Padilla 1995). Bei diesen Versuchen 
kann GMP als erstes initiierendes Nucleotid dGTP ersetzten (Martin und Coleman 1989), 
während das zweite initiierende Nucleotid das Triphosphat (dGTP) sein musste, um zu einem 
Dinucleotid reagieren zu können. Bei Substituenten, die voluminöser sind als die 2’-OH-
Gruppe, könnte diese zusätzliche Größe vor allem bei modifizierten GTP und ATP, welche 
von vornherein größer sind als die Pyrimidine, der limitierende Faktor sein. Versuche, den 
aufweitenden Effekt von Mn2+ Ionen auf das aktive Zentrum (ähnlich wie bei der EP-PCR) zu 
nutzen, blieben bisher ohne entscheidenden Erfolg, da das Mangan (II)-Ion die Aktivität der 
Polymerase stärker verminderte als es den Einbau modifizierter Nucleotide förderte (Sousa 
und Padilla 1995).  
Mit einer Kombination von Maßnahmen (T7-RNAP VarianteY639F/H784A; Mangan-(II)-
Chlorid und Polyethylenglykol im Ansatz, 500 µM jedes 2’-Methoxy-Nucleotides; 500 µM 
GMP und 30 µM GTP) konnte eine Arbeitsgruppe bei einer Transkriptlänge von ca. 60 Basen 
eine Ausbeute von ca. 1% im Vergleich zur Reaktion mit konventionellen Nucleotiden 
erreichen (Burmeister, Lewis et al. 2005). Die Hoffnung bestand, dass eine Variante, die 2’-
Methoxy-GTP akzeptiert, auch alle anderen Nucleotide mit einer Modifikation der 2’-Ribose-
Position akzeptieren würde, so dass sie sich für den biotechnologischen Einsatz besser eignen 
würde als die bisher beschrieben Varianten der T7-RNA-Polymerase. 
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Da die Bearbeitung einzelner Aminosäure-Positionen der Polymerase-Domäne keinen Erfolg 
für die Inkorporation von Purin-Nucleotiden mit größeren Substituenten an der 2’-Position 
brachte (Sousa und Padilla 1995; Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und Ellington 
2004), sollte in dieser Arbeit ein evolutiver Ansatz verfolgt werden, welcher das gesamte 
Enzym einschloss. Auch weit vom aktiven Zentrum entfernte Mutationen können prinzipiell 
die Aktivität von Enzymen beeinflussen, wenn sie zu einer Aufweitung oder Flexibilisierung 
der Substrat-Bindungstasche führen (Reetz 2002). An anderen Polymerasen wurde bereits 
gezeigt, dass weit von der Polymerase-Domäne entfernt liegende Mutationen Einfluss auf die 
Polymerisationsgenauigkeit haben können (Zhang, Svarovskaia et al. 2002, Brakmann und 
Greszik 2001).  
 
5.2 Generierung der Variantenbibliotheken 
 
Zur Gewinnung der Gen-Varianten wurde die Methode der fehlerhaften PCR (error-prone 
PCR, EP-PCR) genutzt (Cadwell und Joyce 1992; Cadwell und Joyce 1994). Dabei schien die 
T7-RNAP nur eine relativ niedrige durchschnittliche Mutationsrate von ca. 0,09 % zu 
tolerieren, welche die aktiven Klone der beiden Bibliotheken pUCT7I-0,5 und pUCT7I-0,005 
zeigten (Tab. 2). Die Mutationsrate aller Mitglieder der Variantenbibliothek pUCT7I-0,5 
betrug durchschnittlich 0,33 %, während die Mutationsrate der Mitglieder, welche noch eine 
Polymerase-Aktivität zeigten, nur noch ca. 0,088 % betrug. Eine höhere Fehlerrate schien also 
zur vermehrten Inaktivierung des Enzyms zu führen. Um eine größere Zahl aktiver Klone zu 
gewinnen, wurde eine zweite Variantenbibliothek (pUCT7I-0,005) generiert. Dabei wurde die 
Mangan(II)-Chlorid-Konzentration in der EP-PCR von 0,5 mM auf 0,005 mM gesenkt. 
Tatsächlich konnte dadurch der Anteil aktiver Klone von ca. 1 % (in der Bibliothek pUCT7I-
0,5) auf ca. 7 % (in der Bibliothek pUCT7I-0,005) gesteigert werden (Tab. 2). Die 
Gesamtzahl der aktiven Klone erhöhte sich von ca. 5.000 (in der Bibliothek pUCT7I-0,5) auf 
ca. 52.500 (in der Bibliothek pUCT7I-0,005). Die Steigerung des Anteils aktiver Varianten 
erleichterte deren Selektion stark, da die sichere Separation der Kolonien auf den 
Selektionsplatten nur bis zu einer bestimmten Kolonie-Dichte gelang: Ab ca. 500 Klonen pro 
Platte waren einzelne Kolonien nicht mehr ausreichend separiert, da diese nach zwei bis drei 
Tagen Wachstumszeit recht groß waren. Bei einem Anteil von 1 % aktiver Klone brauchte 
man daher ca. 20 Selektionsplatten um genügend aktive Varianten zur Beschickung einer 96-
Well-Mikrotiterplatte für das Screening nach 2’-Methoxy-GTP-akzeptierenden Varianten zu 
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sammeln. Mit der Bibliothek pUCT7I-0,005 und 7 % aktiven Klone waren dafür nur noch 
zwei bis drei Selektionsplatten nötig. Die Bedingungen der PCR (Mangan(II)-Chlorid-
Konzentration, Ungleichgewicht der Nucleotide) könnten theoretisch noch besser angepasst 
werden, um den Anteil aktiver Klone weiter zu erhöhen. Allerdings würden potentiell 
interessante Kombinationen von Mutationen zunehmend unwahrscheinlich, wenn die 
Fehlerrate geringer ausfällt. Alternativ ist auch der Einsatz anderer Mutagenesestrategien 
denkbar zum Beispiel durch Behandlung mit Mutagenen oder UV-Strahlung, Amplifizierung 
in Mutatorstämmen (Nguyen und Daugherty 2003) oder der Einsatz universell paarender 
Nucleosid-Analoga (Zaccolo, Williams et al. 1996; Wong, Tee et al. 2004).  
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5.3 Neuere Erkenntnisse über die Diskriminierung der initiierenden 
Nucleotide durch T7-RNA-Polymerase 
 
Im Rahmen dieser evolutiven Optimierung konnte keine Variante identifiziert werden, welche 
2’-Methoxy-GTP besser akzeptiert als der Wildtyp der T7-RNA-Polymerase. Es wurde mit 
einer ungerichteten Mutagenese gearbeitet, die das gesamte Gen einschloss, da sich frühere 
Arbeiten anderer Gruppen nur auf die Aminosäuren R425, G542; Y639 und H784 
konzentriert hatten (Sousa und Padilla 1995; Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und 
Ellington 2004), welche mit der 2’-Hydroxy-Gruppe des einzubauenden Nucleotides während 
der Elongationsphase interagieren (Yin und Steitz 2002). Diese Arbeiten konnten ebenfalls 
keine Varianten isolieren, die 2’-Methoxy-GTP akzeptieren (Sousa und Padilla 1995; Padilla 
und Sousa 2002; Chelliserrykattil und Ellington 2004). In Abbildung 28 sind die mit der 2’-
Hydroxy-Gruppe des ankommenden Nucleotides interagierenden Aminosäuren hervor-
gehoben.  
 
 
 
 
Abb. 28:  Interaktion der T7-RNA-Polymerase mit der 2’-Hydroxy-Gruppe des einzubauenden 
Nucleotides während der Elongation; pdb 1s0v (Temiakov, Patlan et al. 2004). Die 
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Neuere Arbeiten zur Röntgenstrukturanalyse eines Komplexes der T7-RNA-Polymerase mit 
Promotor und initiierenden GTP (Kennedy, Momand et al. 2007) zeigten aber, dass die 
Interaktionen der Polymerase mit den initiierenden GTP andere sind als die mit den 
Nucleotiden in der Elongationsphase. Während der Initiationsphase interagiert K441 mit der 
2’-Hydroxy-Gruppe des ersten initiierenden GTP und D812 sowie R425 können mit der 2’-
OH-Gruppe des zweiten initiierenden GTP wechselwirken (Abb. 29).  
Stichprobenartige Sequenzierungen von 11 aktiven Mitgliedern der generierten Varianten-
bibliotheken ergaben einen im Vergleich zur N-terminalen Domäne höheren Anteil stiller 
Mutationen im Daumen (AS 330-410) und dem angrenzenden Bereich der Handfläche der 
Polymerase (Tab. 3 und 4). Bei 11 Varianten wurde nur eine aktive Mutation (I489T) in 
diesem Abschnitt des Enzyms gefunden. In diesem Bereich befinden sich neben den 
Aminosäuren R425 und K441 viele weitere Reste, die spezifische Interaktionen mit dem 
Template-Strang und der synthetisierten RNA ausbilden und zur Stabilität sowohl des 
 
 
 
Abb. 29:  Interaktion der T7-RNA-Polymerase mit der 2’-Hydroxy-Gruppe der initiierenden 
GTP;  pdb 2pi4 (Kennedy, Momand et al. 2007). Die graphische Darstellung erfolgte 
mit VMD. 
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Initiationskomplexes als auch des Elongationskomlexes beitragen (Bonner, Lafer et al. 1994; 
Brieba, Gopal et al. 2001; Imburgio, Anikin et al. 2002). Daher könnte es sein, dass schon 
einzelne zufällige Mutationen in diesen Bereichen des aktiven Zentrums zur Störung der 
Interaktion mit den Nucleinsäuren führen und damit eine Inaktivierung der Polymerase 
bewirken. Mutationen, die zu einer Flexibilisierung des aktiven Zentrums des Enzyms führen, 
könnten die spezifischen Interaktionen zwischen der Polymerase und den Nucleinsäuren 
ebenfalls soweit stören, dass die Polymerase-Aktivität stark vermindert wird. 
Für die weitere Suche nach einer Variante der T7-RNA-Polymerase, die 2’-Methoxy-GTP als 
Substrat akzeptiert, würde das möglicherweise bedeuten, doch eher eine ortsspezifische 
Mutagenese zu bevorzugen. Man könnte zum Beispiel versuchen, die bekannten Varianten 
Y639F/H784A (Padilla und Sousa 2002) oder Y639V/H784G/E593G/V685A 
(Chelliserrykattil und Ellington 2004) mit gerichteten Mutagenesen der Aminosäure-
positionen R425 und K441 zu kombinieren, um zu Varianten zu gelangen, die an den 
Positionen 425 und 441 kleinere, hydrophobere Reste tragen. Auf diese Weise könnte es 
gelingen, dass die 2’-Methoxy-Gruppen der initiierenden GTP besser in der Polymerase 
gebunden werden und die Varianten gleichzeitig 2’-Methoxy-modifizierte Nucleotide 
während der Elongation akzeptieren. Es scheint nach den Arbeiten von Kennedy et. al. 
(Kennedy, Momand et al. 2007) allerdings zweifelhaft, ob dies mit Modifikationen an den 
Positionen  425 und 441 allein erreicht werden kann, da an der Interaktion mit der 2’-OH-
Gruppe des zweiten initiierenden Nucleotides auch D812 beteiligt ist. D812 ist eine der 
beiden essentiellen Aminosäuren, welche die für die Katalyse benötigten Mg2+-Ionen 
komplexieren, und damit nicht austauschbar (Bonner, Patra et al. 1992; Bonner, Lafer et al. 
1994; Woody, Eaton et al. 1996). 
   86 
5.4 Klonierung und Expression der T7-RNA-Polymerase 
 
Die Klonierung und Expression sollte zunächst mit einem N-terminalem Histidin-Anker 
erfolgen, da die Verwendung eines solchen 6xHis-Tags eine einfache Reinigung der 
Polymerase an einer Nickel-Nitrilotriessigsäure-Matrix versprach und schon von mehreren 
Arbeitsgruppen berichtet  wurde (Qiagen; Ellinger und Ehricht 1998; Chelliserrykattil und 
Ellington 2004). Allerdings benutzten einige den Stamm BL21(DE3) für die Expression der 
T7-RNA-Polymerase mit N-terminalem His-Tag (Qiagen; Chelliserrykattil und Ellington 
2004). Dieser Stamm beinhaltet ein Lambda-Lysogen mit dem T7-Gen1 unter der Kontrolle 
eines lac-Promotors und wird als T7-Expressions-System genutzt. Da der Stamm unter IPTG-
Einfluss konstitutiv Wildtyp-T7-RNAP exprimiert, konnte er für eine Selektion aktiver 
Varianten nicht genutzt werden. Die lösliche Expression der T7-RNAP mit N-terminalem 
Histidin-Anker scheint allerdings in BL21(DE3) leichter zu gelingen als in BL21 (Qiagen). 
Der Grund hiefür könnte die Adaptation des BL21(DE3) an die Toxizität der T7-RNAP für 
die Zellen sein. Die Aktivität der Polymerase stellt möglicherweise eine zusätzliche Stoff-
wechsellast für die Bakterien dar. Somit haben diejenigen Zellen einen Selektionsvorteil, die 
diese Last nicht aufbringen müssen, weil sie die Expression der Polymerase unterdrücken 
oder die T7-RNAP unlöslich in Einschlusskörperchen exprimieren. Der hydrophobe Histidin-
Anker würde dabei das Ablagern in Einschlusskörperchen begünstigen. Der Stoffwechsel der 
BL21(DE3) ist möglicherweise an die Aktivität der T7-RNAP angepasst, so dass sie für diese 
Zellen weniger toxisch ist. Die Toxizität der Polymerase für E. coli und der damit verbundene 
Selektionsdruck, das Enzym unlöslich oder inaktiv zu exprimieren, zeigt sich möglicherweise 
auch an dem relativ geringen Anteil aktiver Klone in den Variantenbibliotheken (1-7 %). 
Auch war es nicht möglich, BL21- oder BLR-Zellen direkt mit Ligationen zu transformieren 
und daraus Protein zu exprimieren. Überexpression von T7-RNAP zeigte sich nur, wenn die 
Zellen mit überspiralisiertem Plasmid transformiert wurden. Die Nutzung eines E. coli BL-
Stammes für die Expression war aber unumgänglich, da diese ompT-negativ sind. Das 
Produkt von ompT ist eine Membran-Protease, die T7-RNAP spaltet (Grodberg und Dunn 
1988). Aus diesem Grund wurden zuerst E. coli XL1-Blue MRF' Kan-Zellen (defizient in 
bekannten Restriktionssystemen, recA sowie Endonuclease 1 und Mutationen im Gyrase-Gen) 
mit den Ligationen der Variantenbibliotheken transformiert, um dann die aus diesen Kulturen 
gewonnenen Plasmidpräparationen für die Transformation der BLR-Zellen zu nutzen. Dabei 
wurde versucht, die Kulturzeit der XL1-Blue MRF' Kan pUCT7I -Zellen (vier Stunden) so zu 
   87 
wählen, dass die Bibliotheken weder erheblich an Komplexität verlieren, noch unnötig 
redundant werden. Es wurde eine vereinfachte, von Durchschnittswerten ausgehende 
Berechnung ausgeführt, um die Kulturzeit der XL1-Blue MRF’ Kan/pUCT7I-Zellen 
abschätzen zu können: Bei einer durchschnittlich erreichbaren Transformationseffizienz der 
BLR/pAlterGC -Zellen von 105 cfu/µg DNA benötigt man für eine erfolgreiche Trans-
formation statistisch ca. 1.400.000 Moleküle pUCT7I. Bei 200 Kopien pro Zelle ist diese 
Menge in ca. 7000 Zellen enthalten. Diese Zellzahl sollte nach 12-13 20-minütigen 
Generationen erreicht sein, entsprechend einer Inkubationszeit von 4-4,5 Stunden. Bei den 
stichprobenartigen Sequenzierungen einzelner Klone wurden keine identischen Klone 
gefunden, so dass zumindest die einseitige Amplifikation weniger Varianten ausgeschlossen 
werden konnte.  
Die Expressionsversuche mit der T7-RNA-Polymerase-Variante C515Y/T613A (Brakmann 
und Grzeszik 2001) und einer Reihe weiterer Polymerase-Varianten in pQE30 und der 
Variante C515Y/T613A in pCLT5 lieferten kein lösliches Protein. Die Polymerase wurde 
zwar exprimiert, erschien aber nicht im löslichen Lysat (Abb. 5 und 6, Bande bei 98 kDa). 
Selbst wenn ein geringer Anteil noch im Lysat vorhanden war, erschien es nicht sinnvoll, mit 
diesem System weiter zu arbeiten, da die zu erwartende geringe Aktivität der T7-RNAP für 
modifizierte Nucleotide mit Polymerase-Konzentrationen nahe oder unter der Nachweis-
grenze der Coomasie-Färbung (200-400 ng/Bande entsprechend einer Polymerase-
Konzentration von 20-40 ng/µl bei einer Beladung des Gels mit 10 µl Lysat) im beacon-
Assay nicht nachweisbar sein würde (500 ng Polymerase konnten in zeitabhängigen 
Messungen sicher nachgewiessen werden). 
Es wurde daraufhin entschieden, die Polymerase ohne His-Tag zu klonieren. Aus pUCT7 
wurde die Polymerase jedoch nur schwach exprimiert (Abb. 10), was wiederum auf eine 
Toxizität des Enzyms für E. coli hindeutete. Die benutzten XL1-Blue MRF’ Kan-Zellen 
besitzen zwar eine Kopie des lacIq-Gens auf dem F-Episom, doch reichte der daraus 
resultierende Titer des lac-Repressors in der Zelle nicht aus, um die Expression der T7-RNAP 
oder der β-Galactosidase (pUC19) effektiv zu unterdrücken (siehe Abb. 13: XL1-Blue MRF’ 
Kan/pUC19 werden in Verbindung mit X-Gal auch ohne IPTG blau). Somit unterliegen die 
Zellen einem Selektionsdruck, die Expression der T7-RNAP auf Wegen zu regulieren, welche 
nicht mehr durch IPTG zu steuern sind. Wie oben beschrieben, mussten für die Selektion und 
Expression der Varianten-Bibliotheken BL-Stämme verwendet werden. Da diese kein lacIq-
Gen im Genom tragen, musste für eine regulierte Expression das Repressor-Plasmid pRep4 
vorhanden sein. Mit dem Selektions-Plasmid pAlterGC wären das zusammen drei unter-
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schiedliche Plasmide pro Zelle, deren Kompatibilität (= Verschiedenheit des Replikations-
ursprungs) und spezifische Selektion erforderlich gewesen wäre. Zum einen waren pRep4 und 
pAlterGC nicht kompatibel, da sie beide einen p15A-ori besitzen und zum anderen schien 
dies kein sinnvoller Weg zu sein, da neben schlechtem Wachstum vor allem eine sehr 
schlechte Transformationseffizienz von Zellen, die schon zwei Plasmide tragen, zu erwarten 
war. Aus diesem Grund wurde das lacIq-Gen in pUC19 ligiert, um einen cis-regulierten 
Expressionsvektor zu erhalten. Abb. 8 zeigt, dass die Regulation durch pUC19I tatsächlich 
besser ist als durch pUC19. Ohne IPTG konnte bei XL1-Blue MRF’ Kan/pUC19I nur eine 
sehr geringe Blaufärbung der Kulturen auf LB/Amp/X-Gal-Agar festgestellt werden, während 
XL1-Blue MRF’ Kan/pUC19 praktisch keinen Farbunterschied zwischen IPTG-haltigem und 
-freiem LB/Amp/X-Gal-Agar zeigten. Auf der Platte mit IPTG konnten keine Farb-
unterschiede zwischen pUC19 und pUC19I festgestellt werden. Durch die bessere Regulation 
war die Expression aus pUCT7I deutlich besser als aus pUCT7 und lieferte zum über-
wiegenden Teil lösliches Protein (Abb. 9).  
Mit pUCT7I wurde ein gut handhabbarer, cis-regulierter Expressionsvektor generiert, der mit 
dem Selektionsplasmid pAlterGC kompatibel ist und eine gute Expression der T7-RNAP in 
löslicher Form erlaubte. Aus diesem Grund wurde pUC19I auch für die Ligation der erstellten 
Varianten-Bibliotheken genutzt. Für zukünftige Anwendungen könnte es trotzdem hilfreich 
sein, alternative Affinitäts-Tags (zum Beispiel Strep-Tag oder FLAG-Tag) zu testen (Waugh 
2005, Malhotra 2009). 
 
5.5 Kombiniertes Selektions- und Screeningverfahren 
5.5.1 Selektion aktiver T7-RNAP-Varianten 
 
Angesichts der Größe der Mutantenbibliotheken (die Bibliothek pUCT7I-0,5 enthielt ca. 
500.000 Varianten, die Bibliothek pUCT7I-0,005 enthielt ca. 750.000 Varianten) schien es 
sinnvoll zu sein, nur unter den Klonen nach 2’-Methoxy-GTP einbauenden Varianten zu 
suchen, die aktive T7-RNA-Polymerase exprimieren. Zu diesem Zweck wurde das 
Selektionsplasmid pAlterGC generiert, welches ein GFP-Gen unter der Kontrolle des T7-
Promotors besitzt und sowohl mit dem Expressions-Plasmid pUCT7I als auch E. coli BLR-
Zellen kompatibel war. Wie in den Abbildungen 16 und 17 zu sehen ist, ließen sich T7-
RNAP-Aktivität enthaltende Kolonien von BLR/pAlterGC/pUCT7I mit diesem System sehr 
gut an ihrer grünen Fluoreszenz erkennen. Auf diese Weise gelang es, die Zahl der zu 
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testenden Klone auf ca. 5.000 für die Bibliothek pUCT7I-0,5 (1% aktive Varianten) und ca. 
52.500 für die Bibliothek pUCT7I-0,005 (7% aktive Varianten) zu verringern. Mit dieser 
Vorgehensweise können prinzipiell Varianten, die ausschließlich 2’-Methoxy-GTP als 
Substrat akzeptieren, unentdeckt bleiben. Es erschien jedoch sehr unwahrscheinlich innerhalb 
einer Runde von ungerichteter Mutagenese und Selektion eine solche 100 %ige Spezifitäts-
änderung zu erzielen. 
Während des Selektionsverfahrens wurden die Variantenbibliotheken immer auf IPTG-freiem 
LB-Agar ausplattiert. Es wurde 2 bis 3 Tage gewartet, bis genügend GFP exprimiert war, um 
die Kolonien anhand ihrer grünen Fluoreszenz zu differenzieren. Die Induktion der GFP-
Expression erfolgte nur durch die geringe Hintergrundexpression der T7-RNAP von pUCT7I. 
Dieses Vorgehen war nötig, da sich herausstellte, dass Klone von BLR/pUCT7I später keine 
Überexpression der T7-RNAP zeigten, wenn sie auf IPTG-haltigem Agar ausplattiert worden 
waren. Analog zu den Expressionsergebnissen mit pQEV5 und pUCT7 ist dies wahrschein-
lich auch auf die Toxizität der Polymerase für E. coli zurückzuführen. Wenn die Zellen 
längere Zeit unter Einfluss von IPTG T7-RNAP exprimieren, unterliegen sie wahrscheinlich 
einem starken Selektionsdruck, die Expression der Polymerase über Wege zu unterdrücken, 
die nicht mehr durch IPTG steuerbar sind. 
Alternative Selektionsverfahren für aktive T7-RNA-Polymerase, wie zum Beispiel die 
Verwendung eines Antibiotikaresistenz-Gens unter der Kontrolle des T7-Promotors 
(Chelliserrykattil und Ellington 2004), sind für die Zellen, die keine T7-RNAP exprimieren, 
letal. In solchen Systemen müssen von Beginn des Zellwachstums an ausreichende Mengen 
T7-RNA-Polymerase vorhanden sein, um die Resistenz gegenüber dem Antibiotikum zu 
gewährleisten. Daher ist es bei diesem Verfahren unumgänglich, die Zellen auf einem 
Medium auszuplattieren, welches den Induktor der T7-RNAP-Expression (IPTG) enthält. 
Nachfolgend müssen die Polymerase-codierenden Plasmide von jedem überlebenden Klon 
einzeln isoliert und neu transformiert werden, um die Polymerasen zur Überexpression zu 
bringen (Chelliserrykattil und Ellington 2004). Dieses Vorgehen schien für die große Anzahl 
an Klonen, die mit den erstellten Mutantenbibliotheken zugänglich waren (die Bibliothek 
pUCT7I-0,5 enthielt ca. 5.000 aktive Varianten, die Bibliothek pUCT7I-0,005 enthielt ca. 
52.500 aktive Varianten), nicht praktikabel.  
Mit dem System BLR/pAlterGC/pUCT7I konnte ein Verfahren zur Auslese aktiver T7-RNA-
Polymerase entwickelt werden, bei dem die positiv selektierten Klone direkt in Expressions-
kulturen eingesetzt werden können, ohne die Plasmide isolieren und neu transformieren zu 
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müssen. Dadurch schien es geeignet zu sein, die erzeugte Varianten-Zahl bewältigen zu 
können.  
Der Nachteil des Systems lag in der Autofluoreszenz der Lysate, welche die Messungen der  
Fluoreszenzemission des molecular beacon (gemessen bei 530 nm) beeinträchtigte. Wie in 
Abbildung 18 B zu sehen ist, zeigten die Reaktionsansätze ohne Nucleotide Schwankungen 
der Fluoreszenzintensität zwischen 5.000 und 12.000 RFU, welche auf nicht vollständig 
entfernte GFP-Aktivität oder generell unterschiedliche Autofluoreszenz verschiedener Zell-
Lysate zurückzuführen waren. Es war daher nicht möglich, die absoluten Fluoreszenz-
intensitäten verschiedener Ansätze miteinander zu vergleichen. Bei späteren Messungen 
mussten immer die Fluoreszenz-Änderungen gegenüber einer Kontrolle ohne Nucleotid 
betrachtet werden, um den Einfluss der Autofluoreszenz der Lysate auf das Messergebnis zu 
minimieren. Um die Störung des Screenings durch die Autofluoreszenz der Lysate weiter zu 
veringern, wurde in einem auf dieser Arbeit aufbauenden Optimierungsverfahrenen ein 
molecular beacon mit Tamra als Fluorophor (Amax: 549 nm; Emax: 573 nm) und Dabcyl (4-
{[4-(Dimethylamino)-phenyl] azo}-benzoesäure; ein nicht fluoreszierender Quencher) 
eingesetzt (Ibach 2008), welches die Messungen entscheidend verbesserte.  
 
5.5.2 Bestimmung der Polymerase-Aktivität 
 
Für den Einbau modifizierter Nucleotide musste ein Aktivitätstest gefunden werden, der eine 
große Probenzahl bewältigen kann. Bisher wurden diese Untersuchungen (Sousa und Padilla 
1995; Padilla und Sousa 1999; Padilla und Sousa 2002; Chelliserrykattil und Ellington 2004) 
vorwiegend unter Verwendung radioaktiv markierter Nucleotide und gelelektrophoretischer 
Trennung der Reaktionsprodukte durchgeführt, so dass der Probendurchsatz limitiert war. Die 
Nutzung eines molecular beacon (Summerer und Marx 2002) schien eine brauchbarere 
Alternative zu sein, da diese Methode das Arbeiten im Mikrotiterplatten-Format erlaubte. Für 
die Messung von T7-RNAP-Aktivitäten wurde ein molecular beacon gewählt, das am 3’-
Ende eine Bindungsstelle für einen Primer mit der Sequenz des T7-Promotors besitzt. Sind 
Primer und beacon hybridisiert, so konnte die resultierende doppelsträngige Sequenz von T7-
RNAP als Promotor erkennt werden und als Ausgangspunkt der Transkription dienen. 
Mit zeitabhängigen Messungen mit 100 nM beacon in 100 µl Reaktions-Volumen ließen sich 
T7-RNAP-Massen ab 0,5 µg/Reaktion sicher detektieren und quantitative Aussagen über die 
Polymerase-Aktivität treffen (Abb. 20 und 21). Zur Bestimmung kinetischer Parameter der 
Reaktion muss dabei die Enzymmenge und die Zeit zwischen Start der Reaktion und Start der 
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Messung optimiert werden. Bei der beacon-Reaktion in Abhängigkeit von der GTP-
Konzentration (Abb. 21) wurde mit einem Enzym-Substrat-Verhältnis von 10:1 gearbeitet, so 
dass die Reaktionen zum Beginn der Messung schon zu weit vorangeschritten waren, um die 
Initialgeschwindigkeiten sicher bestimmen zu können (Schnittpunkt der Kurven weit links 
von t = 0). Mit einer Verkleinerung des Enzym-Substrat-Verhältnisses und einer schnelleren 
Handhabung werden die kinetische Parameter der Polymerasereaktion (KM, kcat, vmax) 
zugänglich sein, wie es bereits für andere Polymerasen gezeigt wurde (Summerer und Marx 
2002; Stumpp 2007). 
 
5.5.3 Anpassung des beacon-Assays an ein Mikrotiterplatten-Format 
 
Da die Aktivitätsmessungen nicht mit gereinigten Varianten der T7-RNA-Polymerase durch-
geführt werden konnten, musste das beacon-Assay mit Lysaten T7-RNAP-exprimierender 
Zellen erfolgen. Frühere Arbeiten einer anderen Arbeitsgruppe zeigten die prinzipielle 
Eignung des beacon-Assays zur Bestimmung von DNA-Polymerase-Aktivität in Lysaten von 
E. coli (Summerer und Marx 2002). Messungen mit Lysaten von BL21/pAR1219 zeigten 
jedoch einen Anstieg der Fluoreszenzintensität auch ohne Nucleotide im Reaktionsansatz 
(Abb. 14). Dies war wahrscheinlich auf die Anwesenheit DNA-bindender und -modifi-
zierender Proteine, wie zum Beispiel DNAsen, Endonucleasen, Transkriptionsfaktoren, 
Repressoren und andere Polymerasen im Lysat von E. coli zurückzuführen. Die Aktivität 
DNA-bindender Proteine kann theoretisch auch eine Trennung von Fluorophor und Quencher 
im molecular beacon hervorrufen und damit einen Fluoreszenzanstieg bewirken. Daraufhin 
wurden den Reaktionen ein Überschuss an unmarkierter DNA (Lachssperma-DNA) zugesetzt, 
um alle DNA-bindenden Proteine abzufangen. Da aber auch T7-RNA-Polymerase zunächst 
unspezifisch an DNA bindet, musste die eingesetzte Menge an unmarkierter DNA optimiert 
werden, um die RNA-Polymerase-Aktivität nicht zu stark zu inhibieren (Abb. 15). In späteren 
10 µl-Reaktionen wurden 5,2 µg Lachssperma-DNA eingesetzt. Außerdem zeigte sich, dass 
Natriumdeoxycholat eine Auffaltung des molecular beacon bewirkte (Abb. 16). Deoxycholat 
wurde als Detergenz im Lysepuffer zur konventionellen Reinigung der T7-RNA-Polymerase 
verwendet (Grodberg und Dunn 1988; Zawadzki und Gross 1991). Als Konsequenz dieser 
Ergebnisse wurde ein alternatives Protokoll zur Lyse von E. coli-Kulturen entwickelt: 
Anstelle von Natriumdeoxycholat wurde NaOH vor der eigentlichen Lyse der Zellen durch 
Lysozym eingesetzt. Diese Methode erlaubte die Lyse von Bakterien-Pellets im Mikrotiter-
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platten-Format, da gleichzeitig auf den Einsatz eines Ultraschall-Homogenisators verzichtet 
werden konnte. 
 
5.5.4 Screening nach 2’-Methoxy-GTP akzeptierenden Varianten 
 
Die Aktivitäts-Tests mit den modifizierten Nucleotiden mussten im  10-µl-Massstab statt-
finden, um eine Nucleotid-Konzentration von 500 µM zu erreichen. Da kein geeignetes 
Pipettiersystem zur Verfügung stand, um 384-Well-Platten zu beschicken und 10-µl-
Reaktionen direkt zu vermessen, wurden die Reaktionen in 96-Well-PCR-Platten 
durchgeführt. Nach 1 h Reaktionszeit wurden die Proben mit 200 µl H2OHPLC verdünnt und in 
schwarze 96-Well-Platten überführt. In diesem Format fand die Messung der 
Fluoreszenzintensität bei 530 nm (bei einer Anregung bei 495 nm) statt. Da hier nur der 
Zustand des beacon nach einer bestimmten Reaktionszeit bestimmt wurde, war keine 
quantitative Aussage über die Polymerase-Aktivität möglich, es konnte nur eine qualitative 
Aussage getroffen werden (Abb. 17). Positive Klone sollten nachfolgend in zeitabhängige 
Messungen eingesetzt werden, um quantitative Daten zu erhalten. Die Nucleotid-
Konzentration von 500 µM im Aktivitätstest wurde in Anlehnung an ältere Arbeiten gewählt 
(Padilla und Sousa 1999; Padilla und Sousa 2002). Von anderen Arbeitsgruppen wurden aber 
auch Konzentrationen von 6 mM für Inkorporationsversuche benutzt (Chelliserrykattil und 
Ellington 2004). Diese Konzentrationen könnten die Entdeckungswahrscheinlichkeit 2’-
Methoxy-GTP-einbauender Varianten erhöhen, wenn die Michaelis-Konstante für 2’-
Methoxy-GTP weit über der des GTP (KM 160 µM) liegt, und eine mit GTP vergleichbare 
Reaktionsgeschwindigkeit erst bei entsprechend höheren Konzentrationen von 2’-Methoxy-
GTP erreicht würde. In der vorliegenden Arbeit wurde aber aus ökonomischen Gründen mit 
einer Nucleotid-Konzentration von 500 µM gearbeitet. 
Um den Einfluss der Autofluoreszenz der Lysate zu minimieren, wurden parallel zu den 
Reaktionen mit 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotiden immer Negativkontrollen ohne das 
entsprechende Nucleotid durchgeführt. Anschließend wurde das Verhältnis der Fluoreszenz-
intensitäten gebildet, um auf den Einbau der modifizierten Nucleotide schließen zu können. 
Auf diese Weise konnte außerdem die Detektion sehr fehlerhafter Polymerasen, die an Stelle 
des 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotides alternativ eines der anderen Nucleotide verwenden 
können, ausgeschlossen werden. Kontrollreaktionen mit ATP, UTP, GTP und CTP zeigten, 
dass die Polymerase-Aktivität mit konventionellen Nucleotiden auf diese Weise gemessen 
werden konnte (Abb. 18).  
   93 
Mit dieser Positivkontrolle (Abb. 18) stellte sich aber auch heraus, dass nicht alle 
exprimierten T7-RNAP-Varianten einen Fluoreszenz-Anstieg zeigten, obwohl sie in den 
Selektions-Experimenten Polymerase-Aktivität aufwiesen. Dies könnte möglicherweise auf 
zu geringe Überexpression einzelner Klone oder unlösliche Varianten der T7-RNA-
Polymerase zurückzuführen sein. Möglicherweise unterschieden sich die optimalen 
Expressionsbedingungen einzelner Varianten erheblich von denen des Wildtyp-Enzyms, so 
dass die gewählten Expressionsbedingungen in der 96-Deep-Well-Platte nicht für alle Klone 
geeignet waren. 
Bei den Fluoreszenz-Intensitäts-Verhältnissen der Positivkontrolle und der Screening-
Reaktionen (Abb. 18 und 19) traten auch Werte kleiner eins auf. Sie waren auf unvermeidbare 
Fehler beim Pipettieren sehr kleiner Volumina der stark viskosen Lysate mit der 
Mehrkanalpipette zurückzuführen. Diese Hintergrundschwankungen waren zwar nicht so 
stark, dass sie die Messergebnisse mit den natürlichen Nucleotiden überdeckt hätten (Abb. 
18), die zu erwartenden Aktivitäten mit den 2’-Methoxy-modifizierten Nucleotiden könnten 
aber viel geringer ausfallen, und damit viel kleinere Fluoreszenzanstiege verursachen. Um die 
Entdeckungswahrscheinlichkeit für Varianten geringer Aktivität zu erhöhen, wurde neben 
dem Einbau von 2’-Methoxy-GTP auch der von 2’-Methoxy-UTP untersucht. In Arbeiten 
anderer Gruppen wurde gezeigt, dass unter den 2’-modifizierten Nucleotiden die 2’-
modifizierte Uracil-Nucleotide am ehesten von Varianten der T7-RNA-Polymerase akzeptiert 
werden, da schon die Wildtyp-Polymerase für 2’-Methoxy-UTP eine Aktivität zwischen 7 % 
(Chelliserrykattil und Ellington 2004) und 17 % (Padilla und Sousa 2002) besitzt. Dies konnte 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit qualitativ bestätigt werden (Abb. 25). Es wurde 
angenommen, dass eine Variante, die in geringem Umfang 2’-Methoxy-GTP akzeptiert, 
gleichzeitig 2’-Methoxy-UTP sehr viel besser einbauen würde. Daher wurden die Messwerte 
einer Reaktion mit 2’-Methoxy-GTP mit denen einer Reaktion mit 2’-Methoxy-UTP 
verglichen, und nur solche Varianten einem Einzeltest unterzogen, die in beiden 
Reaktionsansätzen ein Intensitätsverhältnis von ≥  1,1 zwischen Reaktionen mit 
modifiziertem Nucleotid und Reaktionen ohne das entsprechende Nucleotid zeigten. Um den 
Verlust einer „Spezialisten-Polymerase“ mit sehr viel besserer Akzeptanz für 2’-Methoxy-
GTP als für 2’-Methoxy-UTP während des Screenings auszuschließen, könnten die 
Bibliotheken in einer Assay-Reaktion mit einem verbesserten molecular beacon (Ibach 2008) 
unter ausschließlicher Betrachtung von 2’-Methoxy-GTP analysiert werden. 
In den einzeln pipettierten Ansätzen wurden zunächst auch Lysate verwendet (Abb. 20-23). 
Es wurden parallel für 2’-Methoxy-GTP und 2’-Methoxy-UTP die Reaktionen mit den 
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modifizierten Nucleotiden, sowie Negativ- und Positiv-Kontrollen durchgeführt (Abb. 20-23). 
Von allen untersuchten Varianten zeigte nur Klon 8B1 einen Fluoreszenz-Anstieg in beiden 
Reaktionen (Abb. 22 und 23). Daraufhin wurde die Variante 8B1 präpariert. Das SDS-Gel zur 
Kontrolle der Reinigung zeigte, dass bei für die Screening-Reaktion relevante Polymerase-
Massen (10 µg; Abb. 24, Spur 8) die Verunreinigungen unter der Nachweisgrenze der 
Coomasie-Färbung lagen. Das gereinigte Enzym wurde in Reaktionen mit 2’-Methoxy-GTP 
und 2’-Metoxy-UTP eingesetzt. Wie in Abb. 26 zu sehen, besaß die Variante 8B1 aber keine 
verbesserte Einbaufähigkeit für 2’-Methoxy-GTP als die Wildtyp-Polymerase. Insgesamt 
wurden 864 positiv selektierte Klone den Testreaktionen unterzogen. Es konnte bisher keine 
Variante gefunden werden, die 2’-Methoxy-GTP besser akzeptiert als das Wildtypenzym.  
Dennoch ermöglicht das in dieser Arbeit aufgebaute zweistufige Verfahren das Screening von 
Variantenbibliotheken nach 2’-Methoxy-GTP-akzeptierenden Varianten oder nach alter-
nativen Eigenschaften der Polymerase-Aktivität und kann prinzipiell in den Einzelschritten 
(Expressionskultur, Lyse, Assay) auch automatisiert werden. Das Verfahren bot außerdem 
eine unkomplizierte Phänotyp/Genotyp-Kopplung, so dass weiterführende Untersuchungen 
einzelner Varianten innerhalb der generierten Stammkulturen möglich sind.  
Das Screeningverfahren erfordert allerdings eine weitere Optimierung. Es sind andere 
Fluorophor-Quencher-Kombinationen denkbar, die nicht mit der GFP-Fluoreszenz 
interferieren. Auf diese Weise kann der Einfluss der Autofluoreszenz der E. coli-Lysate auf 
die Messergebnisse weiter verringert werden. Analog dazu ist auch die Verwendung eines  
alternativen fluoreszierenden Proteins als Reporter möglich. In auf die vorgelegte Arbeit 
aufbauenden Optimierungen wurde bereits erfolgreich ein molecular beacon mit Tamra als 
Fluorophor (Amax: 549 nm; Emax: 573 nm) und Dabcyl (4-{[4-(Dimethylamino)-phenyl] azo}-
benzoesäure; ein nicht fluoreszierender Quencher) eingesetzt (Ibach 2008). Die Möglichkeit, 
die 10-µl-Assay-Reaktionen in 384-Well-Platten zeitaufgelöst messen zu können, wird die 
Methode weiter vereinfachen, und die Aussagekraft der Ergebnisse verbessern, da die 
Aufnahme der Reaktionskinetik jeder Variante schon während des Screenings verfolgt 
werden kann.  
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5.6 Vergleich des kombinierten Selektions- und Screeningverfahrens 
mit anderen Optimierungsverfahren an T7-RNAP 
 
Es wurden bereits eine Reihe von Optimierungen an T7-RNA-Polymerase hinsichtlich des 
Einbaus modifizierter Nucleotide durchgeführt (Sousa und Padilla 1995; Huang, Eckstein et 
al. 1997; Izawa, Sasaki et al. 1998; Padilla und Sousa 1999; Padilla und Sousa 2002; 
Chelliserrykattil und Ellington 2004). Bei all diesen Arbeiten wurde zur Analyse der 
Polymerase-Aktivität ein Assay verwendet, welches den Einbau von [α -32P]-GTP während 
der Transkriptionsreaktion nach gelelektrophoretischer Separation  mit Hilfe eines  Phosphor-
imagers analysiert. Dieses Verfahren bietet es eine hohe Sensitivität bei gleichzeitiger 
Robustheit. Die Notwendigkeit der elektrophoretische Trennung des Transkriptionsansatzes 
limitiert jedoch den Durchsatz so sehr, dass es sich nicht für Assays im Rahmen eines 
evolutiven Optimierungsverfahren eignet.  
Die in der vorgelegten Arbeit etablierte Screeningstrategie nutzt den Fluoreszenzintensitäts-
Anstieg eines molecular beacon während der Polymerase-Reaktion. Dieser Ansatz besitzt 
zwar nicht die Robustheit des Radioaktiv-Assays, da verschiedene Faktoren neben der 
Polymerase-Aktivität eine Auffaltung des molecular beacon bewirken und störend auf die 
Reaktion einwirken können. Das beacon-Assay führt jedoch zu einer so signifikanten 
Erhöhung des Durchsatzes, dass eine Durchmusterung von Bibliotheken mit 500-1.000 
Varianten/Stunde mit einem Reader möglich ist. Gleichzeitig wird das Arbeiten mit 
radioaktiven Substanzen und die Erzeugung radioktiven Abfalls vermieden. Weiterhin kann 
die Assay-Reaktion auf andere Eigenschaften von RNA-, aber auch DNA-Polymerasen-
Aktivitäten, wie zum Beispiel Stabilität der Polymerasen bei verschieden Temperaturen oder 
in verschiedenen Puffern, Akzeptanz alternativer Promotoren und Templates, Genauigkeit der 
Polymerisation usw. übertragen werden. 
Auf Grund des beschränkten Durchsatzes der in der Literatur beschriebenen Polymerase-
Assays mussten sich bisherige Optimierungsversuche auf Punktmutationen einzelner 
Aminosäuren (Sousa und Padilla 1995; Huang, Eckstein et al. 1997; Izawa, Sasaki et al. 1998; 
Padilla und Sousa 1999; Padilla und Sousa 2002)  bzw. auf  die Sättigungsmutagenese einiger 
weniger Positionen (Chelliserrykattil und Ellington 2004) konzentrieren. In der letztgenannten 
Arbeit wurde zur Reduktion der zu untersuchenden Varianten ebenfalls ein 
Selektionsverfahren angewandt. In diesem System wurden die Varianten des T7-Gens1 unter 
der Kontrolle des T7-Promotors kloniert (Autogen) und mit Plasmiden kotransformiert, die 
   96 
ein Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors tragen. 
Auf diese Weise überlebten nur ausreichend aktive Klone die Anwesenheit des 
Antibiotikums. Zur Expression der selektierten Varianten mussten diese aus dem  Autogen in 
einen Expressionsvektor umkloniert werden. 
Im Gegensatz zu diesem schwer kontrollierbaren Autogen-Verfahren wurde im Rahmen der 
vorliegenden Untersuchung nicht mit einer letalen Selektion gearbeitet. Dadurch wurde die 
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von falsch-positiven Varianten veringert, da die Zellen 
keinen natürlichen Selektionsvorteil von der GFP-Expression haben. Außerdem wurde im 
hier entwickelten Verfahren kein Umklonierungsschritt benötigt, so dass Selektion und 
Expression ausgehend von demselben Vektor erfolgenten, und die Durchsatzmöglichkeit 
erheblich gesteigert werden konnte.  
Das hier entwickelte kombinierte Selektions- und Screeningverfahren eignet sich 
hervorragend zur Durchmusterung großer Variantenbibliotheken, da alle Schritte an ein 
Mikrotiterplatten-Format angepasst und somit automatisierbar sind.  
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6 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein kombiniertes Selektions- und Screeningverfahren zur 
Durchmusterung von Variantenbibliotheken der T7-RNA-Polymerase hinsichtlich des 
Einbaus von 2’-Methoxy-GTP in RNA entwickelt.  
Zunächst wurde mit pUCT7I ein gut handhabbarer, cis-regulierter Expressionsvektor erzeugt, 
der die heterologe Expression von T7-RNAP-Varianten in E. coli BLR-Zellen in Abwesenheit 
des Repressor-Plasmids pRep4 ermöglichte. In Verbindung mit dem Plasmid pAlterGC, 
welches das GFP-Gen unter der Kontrolle eines T7-Promotors enthielt, ergab sich in E. coli 
ein in-vivo-Selektionssystem, mit dessen Hilfe man Zellen, welche T7-RNA-Polymerase-
Aktivität zeigen anhand ihrer grünen Fluoreszenz identifizieren konnte. Dieses nicht-toxische 
System erlaubte es weiterhin, die selektierten Varianten direkt in Expressionsversuche 
einzusetzen, ohne sie umklonieren zu müssen. Damit eignete sich das System zur 
Durchmusterung großer Variantenbibliotheken.  
Mit Hilfe der error-prone PCR wurden zwei Mutantenbibliotheken generiert. Diese 
beinhalteten zusammen ca. 1.250.000 Varianten. Durch Anwendung des Selektionssystems 
konnte die Anzahl der potentiell zu testenden Varianten auf ca. 57.500 gesenkt werden. 
Zur Bestimmung der T7-RNA-Polymerase-Aktivität mit 2’-Methoxy-modifizierten 
Nucleotiden wurde ein Fluoreszenz-basierendes Assay etabliert. Mit Hilfe eines molecular 
beacon ließen sich  Polymerase-Aktivitäten in 10 µl-Reaktionen mit ungereinigten Lysaten 
T7-RNAP-exprimierender Zellen detektieren. Um auf den Einbau der modifizierten 
Nucleotide schließen zu können, wurden die Verhältnisse zwischen den Fluoreszenz-
Intensitäten von Reaktionen mit einem modifizierten Nucleotid und einer Kontrollreaktion 
ohne das entsprechende Nucleotid gebildet. Um Varianten mit geringer Aktivität aus den 
Hintergrundschwankungen  herausfiltern zu können, wurde parallel der Einbau von 2’-
Methoxy-GTP und 2’-Methoxy-UTP betrachtet, und die Messungen miteinander verglichen. 
Dieses Assay, das nicht mit radioaktiv-markierten Nucleotiden arbeitete und keinen gel-
elektrophoretischen Separationsschritt benötigte, konnte in allen Schritten zur parallelen 
Bearbeitung von 96 Proben in einem Mikrotiterplatten-Format angepasst werden, so dass es 
prinzipiell hochdurchsatzfähig war und sich zum Screening umfangreicher Varianten-
bibliotheken eignete. Die Assay-Reaktion kann dabei auch unkompliziert auf ein Screening 
von RNA- oder DNA-Polymerase-Bibliotheken hinsichtlich anderer Eigenschaften der 
Polymerase-Aktivität übertragen werden. 
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Abstract 
 
In this work a combined selection and screening system was established for searching mutant 
libraries of T7-RNA-polymerase for 2’-O-methyl-GTP incorporating variants.  
First the easy-to-handle, tightly cis-regulated expression vector pUCT7I was constructed. This 
vector allowed the expression of T7-RNA-polymerase variants in E. coli BLR cells in the 
absence of the repressor plasmid pRep4.  
In conjunction with the plasmid pAlterGC, which harbours the GFP gene under the control of 
a T7-promoter, pUCT7I yielded an in-vivo selection system that allowed for the identification 
of active T7-RNAP mutants by the green fluorescence of polymerase-expressing E. coli cells. 
The resulting non-toxic selection system allowed for searching large libraries because the 
selected variants could be directly applied in protein expression experiments.  
Using error-prone PCR two mutant libraries of T7-RNAP were generated, containing 
approximately 1,250,000 variants. This number was reduced to approximately 57,500 active 
variants by applying the described selection system.  
For the determination of RNAP activity with 2’-O-methyl-modified nucleotides a 
fluorescence-based assay was established. Using a molecular beacon RNAP activities of 
crude lysates of E. coli were detectable in 10-µl-reactions. In order to determine the RNAP 
activities with 2’-O-methyl-modified nucleotides, ratios between fluorescence intensities of 
reactions with the modified nucleotide and the corresponding reactions without nucleotide 
were calculated. For distinguishing low activities from the background, experiments with 2’-
O-methyl-GTP and 2’-O-methyl-UTP were done in parallel and compared. This assay, which  
eliminates the need for an electrophoretic separation or for using radioactively labelled 
nucleotides, was adapted to a microplate format thus, enabeling the search of large libraries in 
high-throughput mode. Furthermore, the assay reaction could be easily adapted to other 
characteristics of RNA or DNA polymerase activities.  
   99 
7 Literatur 
 
Aharoni, A., A. D. Griffiths, et al. (2005). "High-throughput screens and selections of 
enzyme-encoding genes." Curr Opin Chem Biol 9(2): 210-6. 
Astatke, M., N. D. Grindley, et al. (1998). "How E. coli DNA polymerase I (Klenow 
fragment) distinguishes between deoxy- and dideoxynucleotides." J Mol Biol 278(1): 
147-65. 
Astatke, M., K. Ng, et al. (1998). "A single side chain prevents Escherichia coli DNA 
polymerase I (Klenow fragment) from incorporating ribonucleotides." Proc Natl Acad 
Sci U S A 95(7): 3402-7. 
Bandwar, R. P. and S. S. Patel (2001). "Peculiar 2-aminopurine fluorescence monitors the 
dynamics of open complex formation by bacteriophage T7 RNA polymerase." J Biol 
Chem 276(17): 14075-82. 
Beigelman, L., J. A. McSwiggen, et al. (1995). "Chemical modification of hammerhead 
ribozymes. Catalytic activity and nuclease resistance." J Biol Chem 270(43): 25702-8. 
Bonner, G., E. M. Lafer, et al. (1994). "Characterization of a set of T7 RNA polymerase 
active site mutants." J Biol Chem 269(40): 25120-8. 
Bonner, G., E. M. Lafer, et al. (1994). "The thumb subdomain of T7 RNA polymerase 
functions to stabilize the ternary complex during processive transcription." J Biol 
Chem 269(40): 25129-36. 
Bonner, G., D. Patra, et al. (1992). "Mutations in T7 RNA polymerase that support the 
proposal for a common polymerase active site structure." Embo J 11(10): 3767-75. 
Brakmann, S. and S. Grzeszik (2001). "An error-prone T7 RNA polymerase mutant generated 
by directed evolution." Chembiochem 2(3): 212-9. 
Brieba, L. G., V. Gopal, et al. (2001). "Scanning mutagenesis reveals roles for helix n of the 
bacteriophage T7 RNA polymerase thumb subdomain in transcription complex 
stability, pausing, and termination." J Biol Chem 276(13): 10306-13. 
Brieba, L. G., R. Padilla, et al. (2002). "Role of T7 RNA polymerase His784 in start site 
selection and initial transcription." Biochemistry 41(16): 5144-9. 
Brieba, L. G. and R. Sousa (2000). "Roles of histidine 784 and tyrosine 639 in ribose 
discrimination by T7 RNA polymerase." Biochemistry 39(5): 919-23. 
Brieba, L. G. and R. Sousa (2001). "T7 promoter release mediated by DNA scrunching." 
Embo J 20(23): 6826-35. 
Bunka, D. H. and P. G. Stockley (2006). "Aptamers come of age - at last." Nat Rev Microbiol 
4(8): 588-96. 
Burmeister, P. E., s. D. Lewis et al. (2002). "Direct in vitro selection of a 2'-O-Methyl 
Aptamer to VEGF." Chem Biol 12(1): 25-33. 
Cadwell, R. C. and G. F. Joyce (1992). "Randomization of genes by PCR mutagenesis." PCR 
Methods Appl 2(1): 28-33. 
Cadwell, R. C. and G. F. Joyce (1994). "Mutagenic PCR." PCR Methods Appl 3(6): S136-40. 
Cermakian, N., T. M. Ikeda, et al. (1997). "On the evolution of the single-subunit RNA 
polymerases." J Mol Evol 45(6): 671-81. 
Chamberlin, M., J. McGrath, et al. (1970). "New RNA polymerase from Escherichia coli 
infected with bacteriophage T7." Nature 228(5268): 227-31. 
Chang, A. C. and S. N. Cohen (1978). "Construction and characterization of amplifiable 
multicopy DNA cloning vehicles derived from the P15A cryptic miniplasmid." J 
Bacteriol 134(3): 1141-56. 
   100 
Chapman, K. A. and R. R. Burgess (1987). "Construction of bacteriophage T7 late promoters 
with point mutations and characterization by in vitro transcription properties." Nucleic 
Acids Res 15(13): 5413-32. 
Cheetham, G. M., D. Jeruzalmi, et al. (1999). "Structural basis for initiation of transcription 
from an RNA polymerase-promoter complex." Nature 399(6731): 80-3. 
Cheetham, G. M. and T. A. Steitz (1999). "Structure of a transcribing T7 RNA polymerase 
initiation complex." Science 286(5448): 2305-9. 
Chelliserrykattil, J. and A. D. Ellington (2004). "Evolution of a T7 RNA polymerase variant 
that transcribes 2'-O-methyl RNA." Nat Biotechnol 22(9): 1155-60. 
Chen, R. (2001). "Enzyme engineering: rational redesign versus directed evolution." Trends 
Biotechnol 19(1): 13-4. 
Davanloo, P., A. H. Rosenberg, et al. (1984). "Cloning and expression of the gene for 
bacteriophage T7 RNA polymerase." Proc Natl Acad Sci U S A 81(7): 2035-9. 
Delarue, M., O. Poch, et al. (1990). "An attempt to unify the structure of polymerases." 
Protein Eng 3(6): 461-7. 
Doublie, S., S. Tabor, et al. (1998). "Crystal structure of a bacteriophage T7 DNA replication 
complex at 2.2 A resolution." Nature 391(6664): 251-8. 
Eckstein, F. (2002). "Developments in RNA chemistry, a personal view." Biochimie 84(9): 
841-8. 
Eckstein, F. (2007). "The versatility of oligonucleotides as potential therapeutics." Expert 
Opin Biol Ther 7(7): 1021-34. 
Ellinger, T. and R. Ehricht (1998). "Single-step purification of T7 RNA polymerase with a 6-
histidine tag." Biotechniques 24(5): 718-20. 
Farinas, E. T., T. Bulter, et al. (2001). "Directed enzyme evolution." Curr Opin Biotechnol 
12(6): 545-51. 
Fichou, Y. and C. Ferec (2006). "The potential of oligonucleotides for therapeutic 
applications." Trends Biotechnol 24(12): 563-70. 
Gelfand, D. H. and M. Hayashi (1970). "In vitro synthesis of a DNA dependent RNA 
polymerase coded on coliphage T7 genome." Nature 228(5277): 1162-5. 
Gopal, V., L. G. Brieba, et al. (1999). "Characterization of structural features important for T7 
RNAP elongation complex stability reveals competing complex conformations and a 
role for the non-template strand in RNA displacement." J Mol Biol 290(2): 411-31. 
Grodberg, J. and J. J. Dunn (1988). "ompT encodes the Escherichia coli outer membrane 
protease that cleaves T7 RNA polymerase during purification." J Bacteriol 170(3): 
1245-53. 
Hartvig, L. and J. Christiansen (1996). "Intrinsic termination of T7 RNA polymerase 
mediated by either RNA or DNA." Embo J 15(17): 4767-74. 
He, B., M. Rong, et al. (1997). "A mutant T7 RNA polymerase that is defective in RNA 
binding and blocked in the early stages of transcription." J Mol Biol 265(3): 275-88. 
Huang, J., L. G. Brieba, et al. (2000). "Misincorporation by Wildtype and mutant T7 RNA 
polymerases: identification of interactions that reduce misincorporation rates by 
stabilizing the catalytically incompetent open conformation." Biochemistry 39(38): 
11571-80. 
Huang, J., J. Villemain, et al. (1999). "Mechanisms by which T7 lysozyme specifically 
regulates T7 RNA polymerase during different phases of transcription." J Mol Biol 
293(3): 457-75. 
Huang, Y., F. Eckstein, et al. (1997). "Mechanism of ribose 2'-group discrimination by an 
RNA polymerase." Biochemistry 36(27): 8231-42. 
Huemer, H. P., B. Strobl, et al. (2000). "Induction of recombinant gene expression in stably 
transfected cell lines using attenuated vaccinia virus MVA expressing T7 RNA 
polymerase with a nuclear localisation signal." J Virol Methods 85(1-2): 1-10. 
   101 
Ibach, J. D. (2008). "Arbeiten zur evolutiven Optimierung von T7-RNA-Polymerase." 
Masterarbeit. Universität Dortmund. 
Ikeda, R. A., L. L. Chang, et al. (1993). "Selection and characterization of a mutant T7 RNA 
polymerase that recognizes an expanded range of T7 promoter-like sequences." 
Biochemistry 32(35): 9115-24. 
Ikeda, R. A. and C. C. Richardson (1986). "Interactions of the RNA polymerase of 
bacteriophage T7 with its promoter during binding and initiation of transcription." 
Proc Natl Acad Sci U S A 83(11): 3614-8. 
Imburgio, D., M. Anikin, et al. (2002). "Effects of substitutions in a conserved DX(2)GR 
sequence motif, found in many DNA-dependent nucleotide polymerases, on 
transcription by T7 RNA polymerase." J Mol Biol 319(1): 37-51. 
Izawa, M., N. Sasaki, et al. (1998). "Recognition sites of 3'-OH group by T7 RNA polymerase 
and its application to transcriptional sequencing." J Biol Chem 273(23): 14242-6. 
Jeruzalmi, D. and T. A. Steitz (1998). "Structure of T7 RNA polymerase complexed to the 
transcriptional inhibitor T7 lysozyme." Embo J 17(14): 4101-13. 
Jia, Y., A. Kumar, et al. (1996). "Equilibrium and stopped-flow kinetic studies of interaction 
between T7 RNA polymerase and its promoters measured by protein and 2-
aminopurine fluorescence changes." J Biol Chem 271(48): 30451-8. 
Jia, Y. and S. S. Patel (1997). "Kinetic mechanism of GTP binding and RNA synthesis during 
transcription initiation by bacteriophage T7 RNA polymerase." J Biol Chem 272(48): 
30147-53. 
Kaur, J. and R. Sharma (2006). "Directed evolution: an approach to engineer enzymes." Crit 
Rev Biotechnol 26(3): 165-99. 
Kawasaki, A. M., M. D. Casper, et al. (1993). "Uniformly modified 2'-deoxy-2'-fluoro 
phosphorothioate oligonucleotides as nuclease-resistant antisense compounds with 
high affinity and specificity for RNA targets." J Med Chem 36(7): 831-41. 
Kennedy, W. P., J. R. Momand, et al. (2007). "Mechanism for de novo RNA synthesis and 
initiating nucleotide specificity by t7 RNA polymerase." J Mol Biol 370(2): 256-68. 
Kotani, H., Y. Ishizaki, et al. (1987). "Nucleotide sequence and expression of the cloned gene 
of bacteriophage SP6 RNA polymerase." Nucleic Acids Res 15(6): 2653-64. 
Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4." Nature 227(5259): 680-5. 
Lerner, C. G. and M. Inouye (1990). "Low copy number plasmids for regulated low-level 
expression of cloned genes in Escherichia coli with blue/white insert screening 
capability." Nucleic Acids Res 18(15): 4631. 
Lin, H. and V. W. Cornish (2002). "Screening and selection methods for large-scale analysis 
of protein function." Angew Chem Int Ed Engl 41(23): 4402-25. 
Lopez, P. J., J. Guillerez, et al. (1997). "The low processivity of T7 RNA polymerase over the 
initially transcribed sequence can limit productive initiation in vivo." J Mol Biol 
269(1): 41-51. 
Lyakhov, D. L., B. He, et al. (1997). "Mutant bacteriophage T7 RNA polymerases with 
altered termination properties." J Mol Biol 269(1): 28-40. 
Lyakhov, D. L., B. He, et al. (1998). "Pausing and termination by bacteriophage T7 RNA 
polymerase." J Mol Biol 280(2): 201-13. 
Ma, K., D. Temiakov, et al. (2002). "Major conformational changes occur during the 
transition from an initiation complex to an elongation complex by T7 RNA 
polymerase." J Biol Chem 277(45): 43206-15. 
Macdonald, L. E., R. K. Durbin, et al. (1994). "Characterization of two types of termination 
signal for bacteriophage T7 RNA polymerase." J Mol Biol 238(2): 145-58. 
Makrides, S. C. (1996). "Strategies for achieving high-level expression of genes in 
Escherichia coli." Microbiol Rev 60(3): 512-38. 
   102 
Malhotra, A. (2009). "Tagging for Protein Expression" Methods Enzymol. 463: 239-58. 
Marchand, I., A. W. Nicholson, et al. (2001). "Bacteriophage T7 protein kinase 
phosphorylates RNase E and stabilizes mRNAs synthesized by T7 RNA polymerase." 
Mol Microbiol 42(3): 767-76. 
Marmur, J. and P. Doty (1962). "Determination of the base composition of deoxyribonucleic 
acid from its thermal denaturation temperature." J Mol Biol 5: 109-18. 
Marras, S. A., F. R. Kramer, et al. (2002). "Efficiencies of fluorescence resonance energy 
transfer and contact-mediated quenching in oligonucleotide probes." Nucleic Acids 
Res 30(21): e122. 
Martin, C. T. and J. E. Coleman (1989). "T7 RNA polymerase does not interact with the 5'-
phosphate of the initiating nucleotide." Biochemistry 28(7): 2760-2. 
Martin, C. T., D. K. Muller, et al. (1988). "Processivity in early stages of transcription by T7 
RNA polymerase." Biochemistry 27(11): 3966-74. 
Maslak, M. and C. T. Martin (1993). "Kinetic analysis of T7 RNA polymerase transcription 
initiation from promoters containing single-stranded regions." Biochemistry 32(16): 
4281-5. 
Maslak, M. and C. T. Martin (1994). "Effects of solution conditions on the steady-state 
kinetics of initiation of transcription by T7 RNA polymerase." Biochemistry 33(22): 
6918-24. 
Matsuura, T. and T. Yomo (2006). "In vitro evolution of proteins." J Biosci Bioeng 101(6): 
449-56. 
Miller, J. F., W. J. Dower, et al. (1988). "High-voltage electroporation of bacteria: genetic 
transformation of Campylobacter jejuni with plasmid DNA." Proc Natl Acad Sci U S 
A 85(3): 856-60. 
Milligan, J. F., D. R. Groebe, et al. (1987). "Oligoribonucleotide synthesis using T7 RNA 
polymerase and synthetic DNA templates." Nucleic Acids Res 15(21): 8783-98. 
Moffatt, B. A., J. J. Dunn, et al. (1984). "Nucleotide sequence of the gene for bacteriophage 
T7 RNA polymerase." J Mol Biol 173(2): 265-9. 
Morris, C. E., J. F. Klement, et al. (1986). "Cloning and expression of the bacteriophage T3 
RNA polymerase gene." Gene 41(2-3): 193-200. 
Mukherjee, S., L. G. Brieba, et al. (2002). "Structural transitions mediating transcription 
initiation by T7 RNA polymerase." Cell 110(1): 81-91. 
Muller, D. K., C. T. Martin, et al. (1988). "Processivity of proteolytically modified forms of 
T7 RNA polymerase." Biochemistry 27(15): 5763-71. 
Mullis, K., F. Faloona, et al. (1992). "Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the 
polymerase chain reaction. 1986." Biotechnology 24: 17-27. 
Mullis, K. B. and F. A. Faloona (1987). "Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-
catalyzed chain reaction." Methods Enzymol 155: 335-50. 
Neumann, E., M. Schaefer-Ridder, et al. (1982). "Gene transfer into mouse lyoma cells by 
electroporation in high electric fields." Embo J 1(7): 841-5. 
Neylon, C. (2004). "Chemical and biochemical strategies for the randomization of protein 
encoding DNA sequences: library construction methods for directed evolution." 
Nucleic Acids Res 32(4): 1448-59. 
Nguyen, A. W. and P. S. Daugherty (2003). "Production of randomly mutated plasmid 
libraries using mutator strains." Methods Mol Biol 231: 39-44. 
Osumi-Davis, P. A., M. C. de Aguilera, et al. (1992). "Asp537, Asp812 are essential and 
Lys631, His811 are catalytically significant in bacteriophage T7 RNA polymerase 
activity." J Mol Biol 226(1): 37-45. 
Osumi-Davis, P. A., N. Sreerama, et al. (1994). "Bacteriophage T7 RNA polymerase and its 
active-site mutants. Kinetic, spectroscopic and calorimetric characterization." J Mol 
Biol 237(1): 5-19. 
   103 
Padilla, R. and R. Sousa (1999). "Efficient synthesis of nucleic acids heavily modified with 
non-canonical ribose 2'-groups using a mutantT7 RNA polymerase (RNAP)." Nucleic 
Acids Res 27(6): 1561-3. 
Padilla, R. and R. Sousa (2002). "A Y639F/H784A T7 RNA polymerase double mutant 
displays superior properties for synthesizing RNAs with non-canonical NTPs." 
Nucleic Acids Res 30(24): e138. 
Poch, O., I. Sauvaget, et al. (1989). "Identification of four conserved motifs among the RNA-
dependent polymerase encoding elements." Embo J 8(12): 3867-74. 
Qiagen Ni-NTA Superflow BioRobot Handbook und persönliche Mitteilung. 
Reetz, M. T. (2002). "Directed evolution of selective enzymes and hybrid catalysts." 
Tetrahedron 58: 6595-602 
Reidhaar-Olson J. F., J. U. Bowie, et al. (1991) "Random mutagenesis of protein sequences 
using oligonucletide cassettes." Methods Enzymol 208: 564-86 
Saiki, R. K., S. Scharf, et al. (1985). "Enzymatic amplification of beta-globin genomic 
sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia." Science 
230(4732): 1350-4. 
Sanger, F., S. Nicklen, et al. (1977). "DNA sequencing with chain-terminating inhibitors." 
Proc Natl Acad Sci U S A 74(12): 5463-7. 
Schmidt, M. and U. T. Bornscheuer (2005). "High-throughput assays for lipases and 
esterases." Biomol Eng 22(1-3): 51-6. 
Siegel, R. B. and W. C. Summers (1970). "The process of infection with coliphage T7. 3. 
Control of phage-specific RNA synthesis in vivo by an early phage gene." J Mol Biol 
49(1): 115-23. 
Sousa, R., Y. J. Chung, et al. (1993). "Crystal structure of bacteriophage T7 RNA polymerase 
at 3.3 A resolution." Nature 364(6438): 593-9. 
Sousa, R. and S. Mukherjee (2003). "T7 RNA polymerase." Prog Nucleic Acid Res Mol Biol 
73: 1-41. 
Sousa, R. and R. Padilla (1995). "A mutant T7 RNA polymerase as a DNA polymerase." 
Embo J 14(18): 4609-21. 
Sousa, R., J. Rose, et al. (1994). "The thumb's knuckle. Flexibility in the thumb subdomain of 
T7 RNA polymerase is revealed by the structure of a chimeric T7/T3 RNA 
polymerase." J Mol Biol 244(1): 6-12. 
Steitz, T. A. (1998). "A mechanism for all polymerases." Nature 391(6664): 231-2. 
Stemmer, W. P. (1994). "DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in vitro 
recombination for molecular evolution." Proc Natl Acad Sci U S A 91(22): 10747-51. 
Studier, F. W. (1991). "Use of bacteriophage T7 lysozyme to improve an inducible T7 
expression system." J Mol Biol 219(1): 37-44. 
Studier, F. W. and B. A. Moffatt (1986). "Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct 
selective high-level expression of cloned genes." J Mol Biol 189(1): 113-30. 
Stumpp, S. N. (2007). "Gerichtete Evolution zur Identifikation von Varianten der Reversen 
Transkriptase von HIV1 mit veringerter Polymerisationsgenauigkeit." Dissertation. 
Universität Leipzig. 
Summerer, D. and A. Marx (2002). "A molecular beacon for quantitative monitoring of the 
DNA polymerase reaction in real-time." Angew Chem Int Ed Engl 41(19): 3620-2, 
3516. 
Tabor, S. and C. C. Richardson (1985). "A bacteriophage T7 RNA polymerase/promoter 
system for controlled exclusive expression of specific genes." Proc Natl Acad Sci U S 
A 82(4): 1074-8. 
Tahirov, T. H., D. Temiakov, et al. (2002). "Structure of a T7 RNA polymerase elongation 
complex at 2.9 A resolution." Nature 420(6911): 43-50. 
   104 
Tao, H. and V. W. Cornish (2002). "Milestones in directed enzyme evolution." Curr Opin 
Chem Biol 6(6): 858-64. 
Temiakov, D., P. E. Mentesana, et al. (2000). "The specificity loop of T7 RNA polymerase 
interacts first with the promoter and then with the elongating transcript, suggesting a 
mechanism for promoter clearance." Proc Natl Acad Sci U S A 97(26): 14109-14. 
Temiakov, D., V. Patlan, et al. (2004). "Structural basis for substrate selection by t7 RNA 
polymerase." Cell 116(3): 381-91. 
Tuerk, C. and L. Gold (1990). "Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: 
RNA ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase." Science 249(4968): 505-10. 
Tunitskaya, V. L. and S. N. Kochetkov (2002). "Structural-functional analysis of 
bacteriophage T7 RNA polymerase." Biochemistry (Mosc) 67(10): 1124-35. 
Ujvari, A. and C. T. Martin (1997). "Identification of a minimal binding element within the 
T7 RNA polymerase promoter." J Mol Biol 273(4): 775-81. 
Ujvari, A. and C. T. Martin (2000). "Evidence for DNA bending at the T7 RNA polymerase 
promoter." J Mol Biol 295(5): 1173-84. 
Villemain, J., R. Guajardo, et al. (1997). "Role of open complex instability in kinetic 
promoter selection by bacteriophage T7 RNA polymerase." J Mol Biol 273(5): 958-
77. 
Waugh, D. S. (2005). "Making the most of affinity tags." Trends Biotechnol 23(6): 316-20. 
Wong, T. S., K. L. Tee, et al. (2004). "Sequence saturation mutagenesis (SeSaM): a novel 
method for directed evolution." Nucleic Acids Res 32(3): e26. 
Woody, A. Y., S. S. Eaton, et al. (1996). "Asp537 and Asp812 in bacteriophage T7 RNA 
polymerase as metal ion-binding sites studied by EPR, flow-dialysis, and 
transcription." Biochemistry 35(1): 144-52. 
Wyatt, L. S., B. Moss, et al. (1995). "Replication-deficient vaccinia virus encoding 
bacteriophage T7 RNA polymerase for transient gene expression in mammalian cells." 
Virology 210(1): 202-5. 
Yanisch-Perron, C., J. Vieira, et al. (1985). "Improved M13 phage cloning vectors and host 
strains: nucleotide sequences of the M13mp18 and pUC19 vectors." Gene 33(1): 103-
19. 
Yin, Y. W. and T. A. Steitz (2002). "Structural basis for the transition from initiation to 
elongation transcription in T7 RNA polymerase." Science 298(5597): 1387-95. 
Yin, Y. W. and T. A. Steitz (2004). "The structural mechanism of translocation and helicase 
activity in T7 RNA polymerase." Cell 116(3): 393-404. 
Yuan, L., I. Kurek, et al. (2005). "Laboratory-directed protein evolution." Microbiol Mol Biol 
Rev 69(3): 373-92. 
Zaccolo, M., D. M. Williams, et al. (1996). "An approach to random mutagenesis of DNA 
using mixtures of triphosphate derivatives of nucleoside analogues." J Mol Biol 
255(4): 589-603. 
Zawadzki, V. and H. J. Gross (1991). "Rapid and simple purification of T7 RNA 
polymerase." Nucleic Acids Res 19(8): 1948. 
Zhang, W. H., E. S. Svarovskaia, et al. (2002). "Y586F mutation in murine leukemia virus 
reverse transcriptase decreases fidelity of DNA synthesis in regions associated with 
adenine-thymine tracts." Proc Natl Acad Sci U S A 99(15): 10090-5. 
 
 
   105 
Curriculum vitae 
 
Name:   Nöbel 
Vorname:  Nico 
Geboren am:  03. 04. 1978 
in:   Meerane 
 
2007 –2010 Mitarbeiter für Herstellung und F+E-Vorhaben der BIOTECTID GmbH
    
 
2002 –2006 Wissenschaftlicher Mitarbeiter in der Nachwuchsforschergruppe 
„Angewandte Molekulare Evolutionsforschung“  von PD Dr. Susanne 
Brakmann am Institut für Biologie II, Leipzig 
 
2002 Diplomarbeit: „Anwendung der Fluoreszenz-Polarisation zur 
Bewertung von DNA-Polymerase-Aktivitäten in evolutiven Verfahren“ 
 
1997 –2002  Biochemie-Studium an der Universität Leipzig 
 
1996 –1997  Wehrdienst 
 
1992 – 1996  Georgius Agricola Gymnasium in Glauchau 
  
1984 – 1992  Franz Mehring Schule in Waldenburg 
   106 
Publikationen 
 
 
Nöbel, N., Perseke, M., Brakmann, S. (2004). "Evolutionary optimisation of T7 RNA 
polymerase for the efficient incorporation of modified nucleotides." 3rd Biotechnology 
Symposium  Leipzig: 158. 
 
Brakmann, S., Nöbel, N. (2003). "FRET in der Biochemie." Nachrichten aus der Chemie 
51(3):319-323. 
 
Noebel, N., Schlicke, M., Stumpp, S. N., Brakmann, S. (2003). "Generation of Polymerases 
with altered substrate selectivity by directed evolution." 2. Biotechnologie-Tag, Leipzig: 106-
107. 
 
Noebel, N., Schlicke, M., Stumpp, S. N., Brakmann, S. (2003). "Ditected evolution of novel 
polymerase activities." 2nd Leipzig Research Festival for Life Sciences: 125. 
 
Nöbel, N. (2002). "Quantitative Assessment of Polymerase Activity using Fluorescence 
Polarization." 1st Leipzig Research Festival for Life Sciences: 130. 
 
 
 
   107 
Erklärung 
 
Hiermit erkläre ich, dass die vorliegende Arbeit selbstständig und ohne fremde Hilfe verfasst 
wurde und dass aus fremden Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken in der 
Arbeit als solche kenntlich gemacht wurden, andere als die angegebenen Quellen und 
Hilfsmittel wurden nicht verwendet. 
Alle von anderen bereitgestellte Materialien bzw. erbrachten Dienstleistungen sind als solche 
gekennzeichnet. 
Die Dissertation entstand unter der Betreuung von Frau Dr. Brakmann und Prof. Dr. Schlegel, 
außerdem gaben Prof. Dr. Mörl, Leipzig und Prof. Dr. Schöneberg, Leipzig Hinweise und 
Anregung zur Auswertung der Daten und Aufbau der Arbeit. 
Außer den Genannten waren keine weiteren Personen bei der geistigen Herstellung der 
vorliegenden Arbeit beteiligt, es wurde keine Hilfe eines Promotionsberaters in Anspruch 
genommen, Dritte haben weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen vom 
Antragsteller für Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten 
Dissertation stehen. 
Die vorgelegte Arbeit wurde in gleicher oder ähnlicher Form keiner anderen 
wissenschaftlichen Einrichtung zum Zwecke einer Promotion oder eines anderen 
Prüfungsverfahrens vorgelegt oder veröffentlicht, es fanden keine früheren 
Promotionsversuche statt. 
 
 
 
Leipzig, den        Nico Nöbel 
 
